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Resumo

O rolipram é um farmaco que possui acdo inibidora sobre uma enzima relacionada a
processos inflamatdrios e tem demonstrado atividade antidepressiva. Ele € comercializado
na forma racémica, isto €, na propor¢do 1:1 dos seus enantidmeros R e S. No entanto, testes
clinicos indicam que o enantiomero R apresenta maior potencial bioldgico que o
enantidmero S. Sendo assim, a separacdo dos enantidmeros € importante para testes
biolégicos comparativos de efeitos colaterais. Inserindo-se neste contexto, foi desenvolvido
este trabalho de pesquisa com o intuito de estudar a separacdo deste farmaco pela técnica de
cromatografia liquida utilizando coluna empacotada com fase estaciondria quiral. Foram
determinados os parametros analiticos de separacdo e os dados de equilibrio e transferéncia
de massa em diferentes condi¢des experimentais. Os resultados mostraram alta eficiéncia,
com ndmero de pratos superando 9000 e fatores de separacdo na ordem de 1,40. Valores de
k., superiores a 220 min™' revelaram baixo efeito dos fendmenos de transferéncia de massa e
conseqiiente predominio dos efeitos termodindmicos, em destaque a energia entdlpica
(préxima a -10 kJ/mol para os enantidmeros). Para concentracdo da mistura até 3,00
mg/mL as isotermas mostraram equilibrio de adsor¢do com comportamento linear. Oito
colunas cromatograficas foram posteriormente caracterizadas e, a partir dos seus
pardmetros analiticos, determinaram-se regides de separagdo dos enantidmeros para um
sistema cromatografico continuo do tipo Leito Mdvel Simulado, atendendo diferentes
critérios de pureza. Com isso, avaliaram-se as varidveis de desempenho na regido de mais
alta pureza e o melhor resultado foi simulado a partir de um modelo transiente. Isso
possibilitou a determinacdo do perfil transiente de elui¢do das correntes de saida e do perfil
interno da unidade. As purezas alcancadas para as correntes de extrato e refinado foram

99,99% e 96,74%, respectivamente.

Palavras-chave: rolipram, cromatografia quiral, separacdo de enantidmeros, Leito Mdvel

Simulado.
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Abstract

Rolipram is an enzyme inhibiting anti-inflammatory drug which has also demonstrated
antidepressant activity. It is marketed in the racemic form, that is, proportion 1:1 of their R
and S-enantiomers. However, clinical tests indicate that the R-enantiomer presents a greater
biological potential than S-enantiomer. For this reason their separation is important for
comparative biological tests of collateral effects. It is in this context that this research was
developed in order to studying the separation of this drug via liquid chromatography using
columns packed with chiral stationary phase. Analytical separation parameters, equilibrium
and mass transfer data were determined in different experimental conditions. The results
revealed high efficiency, with number of plates overcoming 9000 and selectivities in the
order of 1.40 for both enantiomers. k,, values higher than 220 min"' demonstrated low effect
of mass transfer rates and consequently a prevalence of thermodynamic effects; in
particular enthalpy energy (next to -10 kJ/mol for both enantiomers). For mixture
concentration up to 3.00 mg/mL the isotherms showed adsorption equilibrium with lineal
behavior. Next eight chromatographic columns were characterized. Starting with their
analytic parameters, the separation regions of the enantiomers were determined for a
chromatographic continuous system like Simulated Moving-Bed, with respect to different
purity criteria. With that, the performance parameters were evaluated in the highest region
of purity and the best result was simulated using a transient model. This permitted the
determination of the transient profile of elution in the exit lines and the internal profile of
the unit. The purities reached for the extract and raffinate lines were 99.99% and 96.74%,

respectively.

Keywords: rolipram, chiral chromatography, enantiomers separation, Simulated Moving-

Bed.
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Medida da banda esquerda do pico a 10% da altura (cm)
Coeficiente da equagdo de van Deemter

Fator de assimetria do componente i

Medida da banda direita do pico a 10% da altura (cm)

Constante de associacdo do componente i (mL/mg)

Constante de associacdo para os sitios ndo seletivos (mL/mg)
Constante de associagdo para os sitios enantiosseletivos (mL/mg)
Coeficiente da equagdo de van Deemter

Concentrag@o do componente i na fase liquida (mg/mL)
Concentragcdo do componente i na alimentagdo da coluna (mg/mL)
Concentragcdo do componente i na segunda frente de adsor¢cao (mg/mL)
Concentrac@o do componente i na fase liquida na condicao inicial (mg/mL)
Concentracdo do componente i na secdo j (mg/mL)

Concentra¢do do soluto i no platd intermedidrio (mg/mL)
Coeficiente da equag@o de van Deemter

Consumo de solvente (L/g)

Diametro das particulas (um)

Diametro da coluna (cm)

Coeficiente de dispersdo axial

Difusividade molecular

Difusividade no poro

Altura equivalente a um prato (cm)

Constante de Henry

Fator de retencao
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Constante de equilibrio de adsor¢ao
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Capitulo 1

1. INTRODUCAO

O presente trabalho de pesquisa foi realizado com o intuito de obter os pardmetros
necessdrios para proceder a separacdo do fairmaco antidepressivo rolipram pela técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia, utilizando fase estaciondria quiral O,0"-bis[4-terc-
butilbenzoil]-N,N’-dialil-L-tartardiamida. Neste capitulo serd levantado o porqué de se
desejar os enantidmeros separados e qual a motivacdo para a realizacdo do trabalho.
Finalizando o capitulo, os objetivos irdo tracar o caminho que serd seguido para alcancar os

resultados desejados.

1.1. COLOCACAO DO PROBLEMA

A necessidade de se obter enantidmeros individualmente separados para testes
clinicos tem se tornado de extrema prioridade em pesquisa farmacéutica e desenvolvimento
de novos medicamentos. Atualmente, as autoridades reguladoras requerem que 0S novos
farmacos sejam testados com o enantidomero adequado j4 em seu estdgio inicial de
desenvolvimento (UNITED STATES FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 1992).
Esta necessidade estd diretamente relacionada com o conhecimento dos diferentes efeitos
que os enantidmeros podem apresentar nos sistemas biolégicos (MILLER et al., 1999).
Uma maneira para a separacdo de enantiOmeros por cromatografia é a derivacdo das
misturas enantioméricas para a formacdo de misturas diastereoisoméricas, que podem ser
separadas usando-se fases estaciondrias aquirais. No entanto, esta metodologia torna o

processo indireto e trabalhoso. Métodos ndo-cromatograficos, como cristalizacdo usando
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formacao salina diasteromérica ou sintese assimétrica, também sdo processos trabalhosos,
com consumo excessivo de tempo (LINDHOLM; FORNSTEDT, 2005). Uma alternativa
que vem sendo trabalhada para contornar esta desvantagem € a técnica de cromatografia
liquida com fase estaciondria quiral, que separa os enantidmeros com rapidez e, se

devidamente utilizada, com alta eficiéncia.

A Figura 1.1 mostra a evolu¢do do desenvolvimento de farmacos até 2001.
Observa-se que a maioria das moléculas apresenta centros quirais € que o desenvolvimento

de um dnico enantidmero vem aumentando de modo significativo.

[ Farmacos em desenvolvimento (1)

[ Farmacos contendo centro quiral

[H Desenvolvido como enantiémeros puros

1200

Figura 1.1. Distribuicio de medicamentos em desenvolvimento no mundo. (1) Exceto

antibidticos. (*) valores estimados [adaptado de Rekoske (2001)].

A comercializacdo de medicamentos que possuam pureza enantiomérica elevada
tem-se mostrado com um crescimento continuo em todo o mundo, sendo que, em 2000,
entre os 500 farmacos mais vendidos no mundo, 269 ja eram comercializados como um

tnico enantidmero (MAIER; FRANCO; LINDER, 2001).
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1.2. MOTIVACAO PARA O TRABALHO

O rolipram € um farmaco que exibe potente e seletiva atividade inibidora sobre a
enzima fosfodiesterase IV (PDE4) e isto bloqueia a série de eventos bioquimicos que
conduz a processos inflamatérios. Apesar de apresentar efeito emético (HEASLIP;
EVANS, 1995), ele tem demonstrado atividades imunosupressiva (DEMNITZ et al., 1998),
antidepressiva (NIBUYA; NESTLER; DUMAN, 1996) e neuroprotetiva (KATO et al.,
1995). Dal Piaz e Giovannoni (2000) revelaram também seu potencial no tratamento da

asma e obstru¢do pulmonadria cronica.

Os enantidmeros do farmaco rolipram exibem diferentes potenciais
farmacol6gicos no organismo. O enantidmero R-(-) é cerca de 3 vezes mais potente na
inibicdo da enzima PDE4 e 20 vezes mais estereosseletivo aos sitios de ligacdo do que o
S-(+) (SOUNESS; ALDOUS; SARGENT, 2000). Para se ter um farmaco mais seguro e

eficiente € melhor a separagdo de seus enantiomeros antes de sua utilizacao.

Seu potencial farmacolégico tem sido demonstrado pela administracio in vivo da
mistura racémica (TEIXEIRA et al., 1997; YAMASHITA et al., 1997, BARAD et al.,
1998; DAL PIAZ; GIOVANNONI, 2000; PEARSE et al., 2004), havendo poucos estudos
clinicos na literatura cientifica revelando o potencial dos enantidmeros separados
(SOUNESS; SCOTT, 1993). Possivelmente pelo alto valor comercial deste principio ativo.
A Tocris (EUA) tem como prego de venda de 50 mg da mistura $265,00 e a mesma
quantidade dos enantiomeros $599,00 (valores obtidos no sife da empresa em 03/07/2006).
Encargos de importacdo aumentariam os custos. Por motivos como estes, técnicas de
isolamento dos enantidmeros surgem como alternativa bastante vidvel, uma vez tendo a
mistura. O laboratério de sintese organica do Instituto de Quimica da Unicamp ja
demonstrou uma rota sintética para a produc¢do da mistura enantiomérica do rolipram no

trabalho de Garcia et al. (2005).

Os métodos cromatograficos baseados em fase estaciondria quiral podem fornecer
ambos enantidmeros com elevado grau de pureza Optica, em um tempo relativamente curto.
Estes métodos tém sido os mais utilizados para separar, isolar e analisar enantidmeros,
particularmente nos estdgios de formulacdo e desenvolvimento de novos medicamentos

(FRANCOTTE, 2001). Os métodos cromatograficos analiticos podem ser ampliados a uma
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escala preparativa ou até mesmo para processos continuos usando a tecnologia do leito

movel simulado (LMS) (MAZZOTTI; STORTI; MORBIDELLI, 1997b).

Seguindo este contexto, varios foram os fatores que motivaram a realizagdo deste

trabalho de pesquisa. Dentre os quais podem ser citados:

®* A boa separagdo cromatogrifica do rolipram em testes preliminares realizados no
laboratério utilizando coluna contendo fase estaciondria O,0’-bis[4-terc-butilbenzoil]-

N,N’-dialil-L-tartardiamida.

® A auséncia, na literatura cientifica, de trabalhos demonstrando o potencial de separagdo

dos enantidmeros do rolipram na fase estaciondria citada.

e O fato de o rolipram ter se revelado um farmaco com potencial no tratamento de

diferentes doencas.

¢ Disponibilizar as formas enantioméricas enriquecidas para a realizacio de testes in vivo,

a fim de estudar a atua¢@o individual dos enantidmeros.

e Possibilidade de agregar valor comercial ao produto pela separacdo dos enantiomeros.

1.3. OBJETIVOS

O objetivo geral do trabalho tratou-se de estudar o processo de separacdo
enantiomérica do fdrmaco antidepressivo rolipram pela técnica de cromatografia liquida de
alta eficiéncia, utilizando coluna empacotada com a fase estaciondria quiral O,0"-bis[4-

terc-butilbenzoil ]-N,N’-dialil-L-tartardiamida.
Para atingir o objetivo geral tragaram-se os seguintes objetivos especificos:

e Otimizar a separacdo cromatografica do rolipram no quesito composi¢do da fase movel,
partindo de diferentes combinacdes de solventes e avaliar uma faixa de comprimento de

onda para o sistema de deteccao;
e Verificar a influéncia da vazio de fase mével e temperatura no processo de separacao;

e Determinar os parametros de separacdo cromatografica e de transferéncia de massa na

regido linear da isoterma de adsor¢ao;
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Analisar a viabilidade da separacdo de acordo com a termodindmica do processo;
Avaliar a saturac@o da coluna cromatografica em condicdes de alta concentracao;

Caracterizar oito colunas cromatograficas, necessdrias para a etapa de simulacdo do

processo de separacdo em leito movel simulado;

Determinar as condi¢des de equilibrio dos enantidmeros na passagem pela coluna, por

meio de suas isotermas de adsor¢ao;

Obter os enantiomeros separados do rolipram seguindo uma metodologia de separacao

em batelada;

Determinar a regido de separagdo dos enantidmeros para um sistema de cromatografia
continua, de acordo com a teoria do equilibrio, lancando mao de modelos ideal e ndo

ideal.

Avaliar as varidveis de desempenho em diferentes pontos localizados no interior de uma

regido de separacdo de alta pureza;

Simular o perfil de concentragdo interno no sistema e o perfil de concentracdo

transiente nas correntes de saida em uma condi¢@o otimizada.




Capitulo 2

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo serd apresentada uma revisdo da literatura sobre aspectos que sdo
relevantes para o entendimento e desenvolvimento do processo de separagdo enantiomérica
em cromatografia liquida e para interpretagdo dos resultados alcangados pelos experimentos
realizados em laboratério. Serd dado enfoque a técnica de separagdo cromatogréfica quiral
e apresentado um embasamento tedrico dos métodos utilizados para a determinacdo de
parametros relacionados ao processo de separag¢do, em pequena e larga escala. Para o caso
da producdo em larga escala serdo apresentados, em termos gerais, modelos utilizados para

a simulagdo do processo continuo em LMS.

2.1. O ROLIPRAM

Rolipram ou 4-(3-ciclopentoxi-4-metoxifenil)-pirrolidinona-2, cuja férmula
estrutural estd apresentada na Figura 2.1, € um fdrmaco que exibe potente e seletiva
atividade inibidora sobre a fosfodiesterase IV (PDE4), principal enzima que regula a
concentracdo da adenosina 3’,5° monofosfato em processos inflamatérios (MERCK

INDEX, 1996).

A clivagem da ponte do fosfodiester bloqueia a acdo desse mensageiro secunddrio
e também a cascata de eventos bioquimicos que conduz a processos inflamatérios. A agdo
da PDE4 esta também relacionada a um conjunto de processos patoldgicos do sistema

nervoso central, tais como: a esclerose multipla, falha corondria, asma e diabetes. Devido a
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importancia da PDE4 em numerosos processos bioquimicos, o uso de inibidores potenciais

tem recebido considerdvel atenc¢do da industria farmacéutica.

MeO

: : AN Z .,

(0)

Meo (b)

. <:|\
E\F O
0] (0]
N
H

N
H

Figura 2.1. Estrutura molecular do rolipram: (a) (R)-(-)-rolipram, (b) (S)-(+)-rolipram.

2.2. ENANTIOMEROS DE FARMACOS QUIRAIS

O campo farmacéutico tem mostrado um numero expansivo de aplicagdes de
separacdes cromatograficas quirais. A utilizacdo de FEQs como ferramenta analitica para a
determinacdo da composicdo de misturas enantioméricas, em estudos bioldgicos e
farmacocinéticos, € atualmente uma técnica bem estabelecida, como reportado por
Francotte (1994). No entanto, a aplicacdo do método na escala preparativa para a producao
de materiais oticamente ativos, em quantidades suficientes para testes bioldgicos, estudos
toxicoldgicos e posteriormente, testes clinicos, estd ganhando ampla aceitagdo. Com isso, o
método cromatografico oferece a vantagem de fornecer ambos enantiomeros requeridos
para os testes comparativos. Essa aproximacdo € também largamente aplicada para
farmacos que ndo sdo facilmente acessiveis por uma rota sintética. Pelo menos durante a
fase de testes preliminares de novos farmacos quirais, a técnica de cromatografia permite
acesso rdpido aos enantidmeros puros € podem vantajosamente substituir a elaboracio
freqlientemente prolongada de uma sintese enantiosseletiva. Uma grande variedade de
farmacos racémicos ja tem sido separada em FEQs, cobrindo diferentes classes terapéuticas

de compostos tais como: analgésicos, tranqiiilizantes, diuréticos, anticonvulsivos.
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2.3. CROMATOGRAFIA LIQUIDA QUIRAL

N

A obtengdo de enantiomeros puros representa um grande desafio a quimica
moderna, devido as propriedades termodindmicas similares dos mesmos. A habilidade de
separar enantidmeros tanto em condicdes analiticas quanto preparativas € de importancia
crucial (DUAN; CHING; SWARUP, 1998). Um grande avanco foi conseguido a este
respeito, nas ultimas décadas, por intermédio da cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), baseada em fase estaciondria quiral, por se tratar de um processo direto, pela
simplicidade na determinacdo da pureza enantiomérica e ser de facil extensdo para a escala
preparativa. A resolugdo direta € possivel desde que exista reconhecimento quiral entre a

mistura enantiomérica e o seletor quiral (PARK et al., 2004).

No passado, os problemas vindos do uso de farmacos oticamente ativos foram
largamente ignorados. O mais bem documentado exemplo disto € o caso da talidomida. Na
década de 50 esta substincia era comercializada por uma industria alema para tratamento
de infeccdes respiratdrias. Associada a outras substincias passou a ser administrada como
um sedativo. Enquanto seu enantidmero S promovia o efeito terapéutico, o enantidmero R
confirmou posteriormente ser um potencial teratdgeno (REKOSKE, 2001), ou seja,
causador de defeitos congénitos em recém-nascidos (SCHULER-FACCINI et al., 2002).
Estes acontecimentos se davam possivelmente devido as dificuldades que envolviam a
separacdo enantiomérica tanto na escala analitica quanto preparativa. No entanto, nos
ultimos anos, aumentou a pressdo exercida pela comunidade cientifica para restringir o uso
de farmacos quirais em sua forma racémica. Por esta razdo, as industrias farmacéuticas t€ém
se tornado, cada vez mais, interessadas em métodos para obtengcdo de enantidmeros puros

(LIM; CHING; TAN, 1995).

Basicamente, duas sdo as maneiras de se obter as formas enantioméricas puras dos
compostos. A primeira consiste na preparacdo do material racémico, que € posteriormente
separado em suas formas enantioméricas. O segundo método € baseado na sintese
estereosseletiva, que conduz a producdo de apenas um enantidmero. Embora este dltimo
caso tenha sido extensamente utilizado, muitas vezes ele pode ser de alto custo, devido o
grande nimero de etapas envolvidas e o alto valor dos reagentes requeridos (RODRIGUES;
PAIS, 2004). Por esta razdo os métodos de separacido, como a cromatografia, surgem como

alternativa vantajosa.
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A cromatografia liquida preparativa € cada vez mais um importante processo de
separacdo para o isolamento e purificagdo de formas farmacéuticas, biomoléculas e outros
produtos de valor agregado. A necessidade de produtos com alto grau de pureza faz crescer
a importancia das separacdes enantioméricas e aumenta a disponibilidade de fases
estaciondrias com alto fator de separagdo, que promovem esta tendéncia (SEIDEL-

MORGENSTERN, 2004).

Uma das maneiras para promover a separacdo de enantidmeros por cromatografia
¢ a derivacdo das misturas enantioméricas para a formac¢@o de misturas diastereoisoméricas,
que podem ser separadas usando-se fases estaciondrias aquirais. No entanto, esta

metodologia torna o processo indireto e trabalhoso.

A separagdo cromatografica com fase estaciondria quiral ndo difere basicamente
dos métodos cldssicos de cromatografia, tendo a vantagem da diferenca das energias de
interacdo entre dois diferentes solutos e a fase estaciondria. Em um ambiente quiral, dois
enantidmeros podem ser considerados como compostos fisicamente distintos. Uma vez
possuindo arranjo configuracional oposto de seus dtomos no espago, 0s enantidmeros
podem interagir diferentemente com um ambiente quiral. A diferenciacdo quiral pode ser
exercida tanto por uma fase movel quiral quanto por uma fase estaciondria quiral. Assim, a
diferenca da cromatografia convencional reside apenas no tipo de fase mdvel ou

estaciondria empregada (FRANCOTTE; JUNKER-BUCHHEIT, 1992).

O mecanismo de separacdo de enantidmeros estd fundamentado na diferenca de
energia entre os complexos diastereoisoméricos transitérios formados entre o seletor quiral
e os enantidmeros do soluto. As diferengcas em estabilidade destes complexos transitdrios
levam a diferentes tempos de reten¢do dos enantidmeros na coluna. O enantidbmero que

forma o complexo menos estdvel elui primeiro.

O potencial do método cromatografico para a separacdo em escala preparativa,
usando fase estaciondria quiral, foi reconhecido durante as primeiras tentativas com lactose
por Henderson e Rule (1939). Desde entdo, o método sofreu um desenvolvimento
espetacular, devido a evolug@o concomitante das técnicas cromatograficas e ao surgimento
de numerosas fases quirais. Diferentes razdes podem ser atribuidas a este forte
desenvolvimento: /) a importancia da relacdo entre a estereoquimica de um composto

quiral e sua atividade biologica ter sido reconhecida; 2) em paralelo, a sintese

9
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enantiosseletiva ter sido considerada uma novidade, prometendo desafios na quimica
organica e necessitando inovagdes e suporte analitico; 3) em muitos casos a cromatografia
ser o método mais eficiente e rdpido para a preparacdo dos enantidmeros ou ainda, tnica
alternativa na impossibilidade de sua sintese (FRANCOTTE; JUNKER-BUCHHEIT,
1992).

2.4. FASE ESTACIONARIA QUIRAL

Uma fase estaciondria quiral (FEQ) consiste em uma matriz aquiral, por exemplo,
silica porosa, com ligantes quirais na maioria das vezes ligados quimicamente. Esses
ligantes podem ser pequenos, como fases de Pirkle ou maiores, como ciclodextrinas. No
entanto, podem também ser macromoléculas, como derivados de celulose, glicopeptideos
macrociclicos ou proteinas imobilizadas (LINDHOLM; FORNSTEDT, 2005; GOTMAR;
ALBAREDA; FORNSTEDT, 2002).

A fase estaciondria quiral utilizada neste trabalho é obtida a partir do precursor
N,N’-dialil-L-tartardiamida (DATD) pela derivacio de grupos hidroxila, conforme
apresentado na Figura 2.2. O polimero quiral gerado é posteriormente imobilizado em silica
funcionalizada por meio de ligacdes covalentes (LINDHOLM; FORNSTEDT, 2005),

atribuindo a fase estaciondria quiral maior eficiéncia e maior capacidade de saturagao.

0 4]
T_;"Lo 0 ; : o o |
ﬂwﬂw + HS5i |- dow it "'—i_ﬁ" g | .. ,)'l\ﬁ-"\-\; S“I
o ! | o '
v 3 .
Mondmero quiral O Hidrosilano Polimero guiral © @ - Centro guiral
Figura 2.2. Seqiiéncia reacional para producao do polimero quiral a ser ligado a silica para

formar a fase estaciondria quiral [adaptado de Eka Chemicals (2006)].

Quando o radical R é O,0’-bis[4-terc-butilbenzoil], atribuimos a denominacao
TBB a essa fase estaciondria, que passa a se apresentar de acordo com a configuracdo

estrutural dada pela Figura 2.3. O radical TBB € ancorado a rede polimérica por uma reacao
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de entrecruzamento, que também causa a ligacdo covalente a silica (ALLENMARK et al.,
1995).

Si
N O
si, O %
O-gi_ O o
I O\\S' -
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= O O-gi
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Figura 2.3. Estrutura da fase estaciondria baseada no seletor quiral TBB (SKOGSBERG,
2001).

Como pode ser visto na Figura 2.3, a rede polimérica resultante incorpora um
grupo seletor quiral C,-simétrico bifuncional representado pelos asteristicos
(ALLENMARK et al., 1995). De acordo com Andersson et al. (1996) esta FEQ mostra
bom poder de separacdo para ambos compostos, dcidos e bdsicos, além de compostos

neutros.

A Figura 2.4 mostra as particulas da silica utilizada para confec¢do da fase
estaciondria contida nas colunas Kromasil® CHI-TBB em dois diAmetros 3,5 um e 10 um.
As particulas porosas apresentam formato bastante proximo ao esférico e com

uniformidade na distribui¢dao de tamanho (EKA CHEMICALS, 2006).

Figura 2.4. Particulas da silica Kromasil utilizadas nas colunas Kromasil® CHI-TBB de

tamanhos: (a) 3,5 um e (b) 10 um (EKA CHEMICALS, 2006).
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Segundo Francotte (2001), a fase estaciondria citada tem separado uma grande
quantidade de enantidmeros com capacidade de adsorcdo intermedidria as fases
estaciondrias baseadas em antibidticos e ciclodextrina, e aquelas que se baseiam em
polissacarideos. A boa retengdo e a alto fator de separagdo sao principalmente causados por
multiplas ligagdes de hidrogénio, mas interagdes espaciais do tipo 7-m também sdo
consideradas presentes e, Andersson, Balmér e Persson (1999) destacam grande

importancia destas tltimas.

2.5. CROMATOGRAFIA LINEAR E NAO-LINEAR

Na cromatografia linear, as concentragdes de equilibrio do soluto na fase
estaciondria e na fase movel sdo proporcionais, ou seja, as isotermas de equilibrio sdo retas
partindo da origem. O formato da banda cromatografica individual e os tempos de reten¢do
sao independentes da composicio e da quantidade de amostra. A altura do pico
cromatogréfico € proporcional a quantidade de cada componente na amostra injetada. A
cromatografia linear informa bem a maioria dos fendmenos observados nas aplicacdes
analiticas, desde que a quantidade injetada dos componentes da amostra seja mantida

suficientemente baixa (GUIOCHON; SHIRAZI; KATTI, 1994).

Para o caso da cromatografia ndo-linear, a concentracdo de um componente na
fase estaciondria em equilibrio ndo € proporcional a sua concentracido na fase mével. Essa
isoterma também depende da concentracdo de todos os outros componentes da mistura.
Esta é a situacdo encontrada na grande maioria das aplicagdes cromatograficas. Os
problemas da cromatografia ndo-linear sdo extremamente complexos devido a
interdependéncia dos perfis individuais, causados pela dependéncia da quantidade de cada
componente na solugdo contendo as vdrias espécies (GUIOCHON; SHIRAZI; KATTI,
1994).

12
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2.6. METODO DOS MOMENTOS

z

A andlise dos momentos € uma ferramenta usual para determinacdo dos
coeficientes de dispersdo axial, difusao no poro (MIYABE; SUZUKI, 1992) e até mesmo
propriedades de um leito fixo, como suas porosidades, a partir de experimentos de pulsos
cromatograficos. Esta técnica consiste na andlise da concentracdo do soluto como uma
funcdo do tempo na saida do leito fixo em resposta a concentracdo do soluto no pulso na
entrada do leito. Para solucdes diluidas, a curva de equilibrio sélido-liquido pode ser
representada por uma reta (lei de Henry). A inclinacdo desta reta pode ser determinada a
partir do primeiro momento de um pulso do soluto, o qual € associado ao tempo de retengdo
do soluto. Pardmetros de transferéncia de massa podem ser obtidos a partir do segundo
momento. Neste trabalho, o método de andlise dos momentos foi usado para determinar as

constantes de adsor¢do e a porosidade do leito.

Por defini¢do dos momentos de uma distribui¢do, o n-ésimo momento do perfil de
banda na saida do leito cromatografico de comprimento z = L € calculado pela Equacio 2.1

(GUIOCHON; SHIRAZI; KATTI, 1994).

M, = [c(t,L)i"dt 2.1
0

O n-ésimo momento absoluto ou normalizado € entdo expresso pela Equacdo 2.2.

M (e, L)s"dr
= (2.2)
clr, L)dt

O — 38

(=}
oS — 38

e o n-ésimo momento central € dado pela Equacao 2.3.
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clt,L)(r—p,)" dr
L = 2.3)
c(t, L)dt

S — 38

S — 38

O primeiro momento absoluto de um pico cromatografico 4, ou simplesmente /£,

¢ relacionado ao tempo de retencdo do pico e conseqiientemente, a forca de ligacdo, por
exemplo, a constante de equilibrio (ARNOLD; BLANCH; WILKE, 1985a; ARNOLD;
BLANCH; WILKE, 1985b) e € calculado pela Equacdo 2.4.

u:tR:£[8+(1—8)8P+(l—8)(1—8P)KP]+ti;j (2.4)
iy

em que, uy € a velocidade superficial de escoamento da fase moével e #;,; o tempo de injecdo.

O segundo momento central [1,é relacionado ao espalhamento do pico, causado
por desvios do equilibrio. Quando o pico cromatografico de elui¢do for Gaussiano, [I,

torna-se igual a variancia o> (ARNOLD; BLANCH; WILKE, 1985b) fica expresso pela
Equacdo 2.5 (RUTHVEN, 1984).

2 2
D tin‘
NG T2 27 Y B R R O D S QL (2.5)
u |u? l-¢)K 1-¢) Kk, 12

em que, u € a velocidade intersticial (u = uy/€) e K é dado pela Equacgdo 2.6.

K=¢g,+(1-¢,)K, (2.6)
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Para o caso em que o soluto é um composto que ndo sofre adsor¢cdo na fase
estaciondria (Kp = 0), o primeiro momento fica simplificado de acordo com a Equacdo 2.7,

utilizada para a determinagdo das porosidades total e do leito.

f .
My =Tg =£[8+(1_8)8P]+ ;j

Uy

(2.7)

2.7. ALTURA EQUIVALENTE A UM PRATO

A altura equivalente a um prato (H) mede a eficiéncia das condicdes
cromatograficas por meio dos tempos de retencdo obtidos e do alargamento de bandas. Este
parametro € normalmente utilizado para avaliar o desempenho da coluna, admitindo-se uma
escolha adequada das condi¢des (CASS; DEGANI, 2001). Para um sistema com isoterma
de adsorcdo linear, ou seja, sob condi¢des de diluicao infinita, a efici€éncia de uma coluna
cromatografica pode ser avaliada a partir de H, de acordo com a Equacdo 2.8. Baixo valor
de H significa maior eficiéncia da coluna, que resulta em um alto valor do nimero de pratos

(Np) (SNYDER; KIRKLAND, 1979).

g9 L_ L (2.8)

tR i ’
N, =554] 2L 2.9)

Combinando-se as Equacgdes 2.4 e 2.5 com a 2.8, tem-se como resultado a

Equacdo 2.10, sugerida por Bocker et al. (2002) e Ruthven (1984).
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-2
2D

H= L+2u( £ j ! 1+(Lji (2.10)
u 1-¢)Kk, l1-¢)K

em que,

K=¢,+(1—¢,)He (2.11)

Nas equagdes apresentadas, D, € o coeficiente de dispersdo axial da coluna, &, o

coeficiente de transferéncia de massa global e He a constante de Henry.

De acordo com Guiochon, Shirazi e Katti (1994), considera-se que a dispersao
axial resulta de dois mecanismos diferentes, difusdo molecular e difusdo turbilhonar. Como
primeira aproximacao, estes efeitos se somam de forma que o coeficiente de dispersdo seja

representado pela Equacao 2.12.

D, =v,D, +7,dpu (2.12)

em que, D,, é o coeficiente de difusdo molecular, 1 € % sdo constantes que possuem

normalmente valores 0,7 e 0,5 respectivamente (RUTHVEN, 1984).

A altura equivalente a um prato é funcdo da geometria da coluna e
empacotamento, das condi¢des de operacao, das propriedades do soluto e das interagdes do
soluto com a fase moével e com a fase estaciondria. Para uma dada separacdo
cromatografica em que o sistema, o empacotamento da coluna e o soluto ja sao definidos, H
¢ funcdo da velocidade superficial de escoamento da fase movel (u9) (ARNOLD;
BLANCH; WILKE, 1985b). Isso permite obter informacdes a cerca de fendmenos de
transferéncia de massa. Geralmente € assumido que a transferéncia de massa em colunas
cromatograficas consiste em vdrios processos, dentre 0s quais, 0s quatro principais

normalmente considerados sdo: i) dispersdo axial; ii) transferéncia de massa do fluido para
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particula; iii) difusdo intraparticular; e iv) adsorcao/dessor¢ao (MIYABE; GUIOCHON,
1999).

O wvalor de H para uma coluna cromatogridfica pode ser calculado

aproximadamente pela equagdo de van Deemter (Equagdo 2.13).

H=A+2 1 cu, 2.13)

u,

em que, A, B e C sdo coeficientes empiricos (GUIOCHON, 2002). O termo A refere-se ao
alargamento dos picos devidos aos caminhos tortuosos seguidos pelas moléculas da
amostra. Para minimizar este termo € necessdrio usar colunas com didmetros internos
pequenos, bem recheadas e particulas com tamanho pequeno e uniforme. O termo B esta
relacionado com a difusdo molecular do soluto na fase mével, podendo ser minimizado
trabalhando-se com a massa especifica da fase mével (COLLINS; BRAGA; BONATO,
2006). O termo C € uma func¢do dos efeitos de transferéncia de massa do soluto entre as
fases movel e estacionaria. Neste caso, vazdes menos de fase movel minimizam estes

efeitos (SMITH, 2002; COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

O primeiro termo da Equacgdo 2.12, referente a difusao molecular para a dispersao
axial, geralmente € pouco pronunciado perante o segundo termo, sendo normalmente
percebido a baixas velocidades de escoamento de fluido. Neste caso, uma equagdo
modificada de van Deemter (Equacdo 2.14) € originada a partir da Equacdo 2.13
(MIYABE; GUIOCHON, 1999).

H=A+Cu, (2.14)
sendo que:
A=2v,d, (2.15)
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1 117
C= 2(LJ _ [1 + (LJ —} (2.16)
1-¢) Kk, l1-¢)K

A Figura 2.5 mostra a variacdo de H com uy. A curva 1 corresponde ao primeiro
termo do segundo membro da Equagado 2.13, sendo independente da velocidade superficial.
A curva 3 apresenta-se como uma funcao linear da velocidade superficial e corresponde ao
terceiro termo do segundo membro da Equacdo 2.13. A difusdo molecular (representado
pelo segundo termo do segundo membro da Equacdo 2.13) € inversamente proporcional a
velocidade superficial, tratando-se da curva 2 e, por fim, a curva 4 se refere ao perfil
resultante de H por uy (KRIJGSMAN, 1992) e apresenta um valor de minimo para a altura
equivalente a um prato em uma dada velocidade superficial, chamada 6tima. Abaixo desta
velocidade, H torna-se fortemente dependente dos efeitos de difusdo e a altas velocidades,
fortemente dependente do termo de transferéncia de massa (SEWELL; CLARKE;
KEALEY, 1988).

dtima zz, {(c1o/Todn)

Figura 2.5. Variacao de H com uy de acordo com a equacao de van Deemter.
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2.8. ANALISE TERMODINAMICA NA ADSORCAO

A separacdo direta dos enantidmeros € baseada na formacdo de complexos
diastereoisoméricos reversiveis, criados por interacdes intermoleculares dos enantidmeros
com o seletor quiral. Este processo pode ser caracterizado por parametros termodinamicos

(AG, AH e AS) (ROJKOVICOVA et al., 2004).

As variacdes na energia livre de Gibbs (AG"), na transferéncia do soluto entre as

fases movel e estaciondria, sdo expressas pela Equagao 2.17.

AG° =AH° —TAS® =—RT h{gJ (2.17)

em que, k € o fator de retencido do soluto, ¢ a razdo de fase na coluna (volume de fase
estaciondria pelo volume de fase mével), R a constate do gases e T a temperatura absoluta.
Expressando a energia de Gibbs de acordo com mudancas na entalpia (AH") e entropia

(AS°), o fator de retencao passa a depender da temperatura de acordo com a Equacgdo 2.18.

0 0
g AH' AS
RT

+Ing (2.18)

A inclinagdo e a intersec¢do do gréfico Ink por 1/T, chamado gréfico de van’t Hoff,
permitem o cdlculo dos parametros termodinamicos na transferéncia global do soluto da

fase movel para a fase estaciondria.

A partir da diferenca de energia livre de Gibbs (Equacdo 2.17) para os dois
enantidmeros, pode-se definir o termo A(AG®). Este é responsdvel pela maior reten¢do do
segundo enantiomero na fase estaciondria quiral (BERTHOD; HE; BEESLEY, 2004). Sua

expressao € alcancada pela combinagdo das Equagdes 2.17 e 2.18.
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AAG®)=-RT Ina=A(AH®)-TA(AS®) (2.19)

Os termos A(AGO), A(AHO ), A(ASO) representam as diferengas de energia livre de

Gibbs, entalpia e entropia, respectivamente.

No caso de separagdes quirais, o fator de separagdo « é o fator primordial que
determina a diferenca relativa de retenc@o dos dois enantidmeros. A transferéncia global de
fase dos enantiomeros € composta por uma parte aquiral e outra quiral (BERTHOD; HE;

BEESLEY, 2004).

Pode-se estimar a temperatura de isoenantiosseletividade (7’s,) para os solutos, de
acordo com a Equagdo 2.20 (WENG et al., 2004). Tis, € definida como a temperatura em
que os termos de entalpia e entropia sdo balanceados e o = 1. Para temperaturas acima de
T, a separacdo dos enantiomeros € controlada pelo termo entrépico e ocorre uma inversao

na ordem de eluicdo dos enantiomeros (CIRILLI; LA TORRE, 1998).

T'im = m (2.20)

2.9. ISOTERMAS DE ADSORCAO

O estudo do equilibrio de fase € a parte da termodindmica que se preocupa com a
composicdo de equilibrio de duas fases e a influéncia de vdrios parametros nessa
composi¢cdo, como por exemplo temperatura e pressio (GUIOCHON; SHIRAZI; KATTI,
1994). Para o caso de sistemas de fases usado em cromatografia liquida, uma das fases é a

solucdo de elui¢do e a outra o s6lido adsorvente.

A adequada simulagdo de um processo de separacdo cromatografica requer,
principalmente, informacdes confidveis de como os componentes da mistura a serem
separados se distribuirdo, em condi¢des de equilibrio, entre a fase modvel e a fase

estaciondria. Este tipo de informacéo € obtido pelas isotermas de adsorc¢ao.
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Em geral, isotermas de adsor¢do podem ser determinadas apenas
experimentalmente. Por esta razdo, hd atualmente um largo nimero de métodos
experimentais disponiveis. Sua aplicagdo apropriada e eficiente ainda estd longe de se
tornar um trabalho de rotina. Decidir qual método € apropriado para determinar as
isotermas de adsorcdo, para um problema especifico de separagdo, € uma tarefa dificil, uma
vez que ndo se trata de uma determinagao direta da quantidade de soluto adsorvida e sim de
consideragdes de equilibrio. Normalmente, apenas as isotermas para um Unico soluto sao
determinadas por meio de experimentos e as isotermas competitivas sdo, entdo, preditas
usando modelos de isotermas. No entanto, observa-se com freqii€éncia que os conceitos
tedricos disponiveis oferecem apenas uma precisdo limitada e a determinagdo experimental
dos dados de equilibrio multicomponente é recomendada. Um aspecto para escolher um

método experimental satisfatorio €, freqlientemente, se e quanto dos componentes puros

estdo disponiveis para realizar as medidas (SEIDEL-MORGENSTERN, 2004).

2.10. DETERMINACAO DAS ISOTERMAS DE ADSORCAO

2.10.1. Métodos estdaticos

Os métodos estaticos de determinacdo de isotermas de adsor¢do nao analisam as
curvas de concentracdo ao longo do tempo, usam apenas as informacdes dos estados de

equilibrio.

Meétodo batelada

No classico método batelada, volumes ou massas de adsorventes conhecidos, V4,
ou Mgy, sd@0 equilibrados em um recipiente fechado com uma solucdo de volume V
conhecido, contendo solutos em concentracdes iniciais (cini) conhecidas. Durante o

processo de adsor¢do, deve-se cumprir os balancos de massas dados pela Equagdo 2.21.

Ve, =Ve,(t)+V,,.q,(t) (2.21)

i,inic

21




REVISAO BIBLIOGRAFICA

ou

Vci,inic :VCi (t)+madsqi (t)’ i= 1’ N

Para determinar as isotermas de adsor¢do, apenas as concentracdes de equilibrio
final devem ser medidas, c;., = c{(t—00). As quantidades adsorvidas no estado de equilibrio

por volume ou massa de adsorvente, gi(c;.,) OU ¢; (ci’e . ), sdo calculados pela Equagao 2.21.

A construgdo das isotermas de adsor¢do € finalizada apds a realizacdo de varios
experimentos variando-se parametros como: Cjinic € Vaas/V ou mgqdV. Estes parametros
devem ser escolhidos cuidadosamente de forma a cobrir uma larga regido das isotermas. O

principio do método batelada € ilustrado na Figura 2.6.

'y
q
qi
qz Vadx
Vi
qj Vads
Vil
Vads
Vil
3 €2 €1 Cinic|B Cinic|A Cc

Figura 2.6. Método batelada para determinacio de isoterma para um dnico soluto.

Se um ponto do equilibrio é determinado (por exemplo, c¢; € g;) correspondendo a
uma certa concentragao inicial e quantidade de adsorvente (Cinic|a € Vaas/V]a), outros pontos

podem ser determinados variando a concentracdo inicial e a quantidade de adsorvente.

Dificuldades relacionadas a determinacdo da quantidade necessdria do material
adsorvente e a incertezas quanto ao tempo para se alcancar o estado de equilibrio

normalmente tornam o método sem muita precisao (SEIDEL-MORGENSTERN, 2004).
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Meétodo adsorg¢do-dessorcao

Este outro método estdtico estd baseado em duas etapas. Inicialmente uma coluna
é completamente equilibrada com uma solug@o de alimentacido de concentragdao conhecida,
cialim- Na condi¢do de equilibrio, a quantidade do componente i na coluna é dada por n;, de

acordo com a Equagao 2.22.

n, = &vVe, o +(1-€WVq,(C,) (2.22)

l

Na segunda etapa, a coluna € completamente regenerada com um eluente, o qual é
coletado e analisado para se determinar n;. Agora, g, (Ea,im) pode ser calculado usando-se a
Equagdo 2.22. Outros pontos da isoterma sdao obtidos variando-se a concentracdo de
alimentacdo. A determinacdo das isotermas pelos métodos estdticos requer significativo
trabalho em laboratério e normalmente ndo € muito precisa (SEIDEL-MORGENSTERN,
2004).

2.10.2. Métodos dinamicos

Os métodos dindmicos sdo baseados na andlise matemadtica das curvas de resposta

correspondentes a mudangas bem definidas nas concentracdes de alimentacdo da coluna.

Analise frontal

E o método mais comumente usado para a determinagdo de isotermas pela sua
acurdcia e relativa simplicidade (MIHLBACHLER et al., 2002). Trata-se da andlise das
respostas de pulsos grandes (alta quantidade de soluto) aplicados ao sistema de separacdo

(SEIDEL-MORGENSTERN, 2004).

A determinac@o das isotermas de adsorcdo pelo método da andlise frontal € o
problema inverso comparado a predi¢do das curvas de ruptura a partir de isotermas

conhecidas. A teoria do equilibrio torna-se uma conveniente ferramenta para predizer
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caracteristicas de tais curvas, como: concentracdo no platd intermedidrio e tempo de
retencdo das frentes de adsor¢do. Apenas esses dados precisam ser determinados
experimentalmente para resolver o problema. Este conceito € aplicado como uma
ferramenta padriao para determinar isotermas para um dnico soluto, a partir da dependéncia
da concentracio com o tempo de retencdo na regido frontal a curva de ruptura. Para
isotermas multicomponentes, as curvas de ruptura também podem ser usadas, mas com
algumas restricdes (JACOBSON; JOHN; HORVATH, 1987). A curva de ruptura para uma
mistura bindria tem duas ondas separadas pelo platd intermedidrio como apresentado na

Figura 2.7.

0,8
Cib

0,7 1
0.6 /
0,5 1
04
03 1
02 1

Cipi

¢ (mg/mL)

0,1

Vl +2

14 16

Cia

V (mL)
Figura 2.7. Curva de ruptura para uma mistura bindria com as indicacdes dos volumes de
retengdo e das concentragdes nos estdgios de uma eluicdo a uma dada concentracdo de

alimentacdo.

Se a condicdo inicial para uma curva de ruptura é que a coluna esteja em
equilibrio com uma concentragdo finita de alimentacdo, os tempos de eluicao dessas duas
ondas dependem dessas concentracdes iniciais. Assim, € necessdrio determinar também a
composicdo da solu¢do que estd eluindo pela coluna durante o platd intermedidrio, ou

adotar como condi¢do inicial o equilibrio com a fase movel pura, no caso de apenas o
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componente puro menos retido ser eluido durante o platd intermediario (MIHLBACHLER

et al., 2002).

Para determinar varios pontos da isoterma, sdo realizadas sucessivas mudangas na
concentracdo de alimentagdo da coluna, resultando em diferentes curvas de ruptura. Os
dados experimentais resultantes sdo usados na Equagdo 2.23 (GUIOCHON; SHIRAZI;
KATTI, 1994; MIHLBACHLER et al., 2002; JACOBSON; JOHN; HORVATH, 1987).

4= (V1+2 -V, ).(ci’,, —C,-’a‘)/_ (V1+2 -Vi )'(Ci,pi _Ci,a) (2.23)
ads

em que, Vo, Vi, Viy2 e Vyg sdo 0 volume de morto do sistema, volume de retengdo da
primeira e da segunda frentes de adsorcdo e volume de adsorvente presente na coluna,
respectivamente. ¢, € ¢;» S0 as concentracdes do componente i na alimentacido da coluna
em equilibrio inicialmente (anterior a r = 0) e atrds da segunda frente de adsorcdo (platod

superior). ¢;,; € a concentracdo do componente i no platd intermedidrio.

A determinacdo dos pontos da isoterma de adsor¢do pode, também, ser realizada
seguindo os principios do método de andlise frontal na regido posterior da curva de ruptura,

seguindo a Equacdo 2.24 (MIHLBACHLER et al., 2002).

g = Vi, =V, ).(ci’b —Cig 2/+ (V1+2 -V, )-(C,',pi _Ci,a) (2.24)
ds

ads

em que, agora, V. e V, sdo os volumes de retencdo da primeira e da segunda frente de

dessorcdo, respectivamente.

Meétodo da perturbagdo

O método da perturbacdo requer injecdes analiticas em sucessivos platds

crescentes de concentragdo. Essas injecdes podem ser tanto de uma amostra de fase mével

25




REVISAO BIBLIOGRAFICA

pura, quanto de uma solucio de composi¢do diferente da apresentada no platd. Tal injecao
perturba o equilibrio entre as duas fases e causa, para o caso de uma mistura racémica, duas
perturbacdes que migram pela coluna (KABIR; GREVILLOT; TONDEUR, 1998;
MIHLBACHLER et al., 2002). Um requisito para uma aplicacdo de sucesso do método da
perturbacdo € que as injecdes aplicadas sejam pequenas suficientes para deixar a coluna em
equilibrio. Se assim for, os tempos de retencao resultantes para as respostas nao dependerdo

do tipo de perturbagcao (SEIDEL-MORGENSTERN, 2004).

Pode-se demonstrar que os volumes de retengdo para as perturbacdes sdo dados
pela Equacgdo 2.25 (MIHLBACHLER et al., 2002; GUIOCHON; SHIRAZI; KATTI, 1994;
TONDEUR et al., 1996).

—£cdg.
V,,.(cl,...,cn):vo(n l—gi} i=l.n (2.25)
’ e dc,

l

em que, dg/dc; € a derivada total da isoterma, dada pela Equagado 2.26.

N .
da 599 2y, (2.26)
dc. dc.

Em isotermas para um unico componente, a derivada total é a derivada
convencional. Essas isotermas sdo obtidas resolvendo a Equagdo 2.25 para g. Para o caso
de isotermas bindrias, isso ndo € possivel. A Equacdo 2.26 envolve as derivadas dci/dc;, que
nio podem ser obtidas a partir de dados experimentais. No entanto, conhecendo-se uma
equacdo da isoterma, € possivel calcular os valores numéricos dos coeficientes desse
modelo que melhor se ajustam aos dados experimentais. Para isotermas bindrias elas sdo as

solugdes da Equagdo quadritica 2.27.
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i 94, 94, 94,

de, N de, dc, de;  dc, _0 2.27)
de, de, aﬂ aﬂ
dc, e,

As duas raizes sdo inseridas na Equacdo 2.26 e os volumes de retencdo das
perturbacdes podem agora ser representados como uma fun¢@o dos parametros do modelo

da isoterma (MIHLBACHLER et al., 2002).

Eluigao por pontos caracteristicos

No método de elui¢do por pontos caracteristicos a isoterma € obtida a partir da
parte posterior do perfil de elui¢do (frente dispersiva) em condi¢do de sobrecarga, situagao
alcancada com a injecdo de grande quantidade de amostra (GUIOCHON; SHIRAZI;
KATTI, 1994).

Se uma frente dispersiva é determinada em uma coluna de alta eficiéncia, o
conhecimento do tempo de retengdo fr(c) permite determinar a inclinacdo da isoterma de

adsor¢ao de um tnico soluto dg/dc|. de acordo com a Equagéo 2.28.

tR(c):tml.+£[l+1_—g'ﬂ } (2.28)
Coou £ dc|,

A Equacgdo 2.28 € vdlida se a frente de dessorcdo do pico for dispersa, o qual é
verdade para sistemas Langmuirianos. No caso de sistemas anti-Langmuirianos, a frente de
adsorcdo € dispersa e o tempo de injecdo (#;,;) deve ser desconsiderado (SEIDEL-

MORGENSTERN, 2004).

A principal desvantagem do método é que a quantidade adsorvida € calculada por
uma equacao provinda de um modelo ideal, que assume eficiéncia da coluna infinita. Desta
forma, deve ser usado apenas com colunas de alta eficiéncia, onde a contribui¢do do

alargamento da banda € desprezivel (GUIOCHON; SHIRAZI; KATTI, 1994).
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Do ponto de vista tedrico, o método € acurado e um simples perfil de eluigcdo
permite a determinagcdo completa da isoterma. No entanto a aplicabilidade € restrita a
colunas condicionadas para alto nimero de pratos. As andlises das frentes dispersivas tem
sido aplicadas apenas para a determinagdo de isotermas de um unico soluto. Uma extensio

para misturas € de dificil aplicacdo pratica (SEIDEL-MORGENSTERN, 2004).

Método do tempo de retengcdo

Tendo-se modelos para simulacdo dos picos cromatogréificos e para a descri¢do
das isotermas, um deles pode otimizar os parametros pela minimizac¢do das discrepancias
entre um cromatograma experimental, determinado sob condi¢des de sobrecarga, e o
modelo predito (SEIDEL-MORGENSTERN, 2004). Se o modelo € Langmuiriano, a
solu¢do analitica para o modelo ideal pode ser invertida e usada para determinar os
melhores parametros da isoterma, a partir de um pequeno e de um grande volume de
injecdo da amostra. O pequeno volume de inje¢cdo fornece o tempo de reten¢do sob
condicdes lineares, que se refere a inclinag@o inicial da isoterma. O tempo de retencdo
provindo do volume grande de injecdo permite a determinag¢do do correspondente valor do
fator de carga, conseqiientemente, da capacidade de saturacdo (GUIOCHON; SHIRAZI;
KATTI, 1994). Este método torna-se bastante atrativo porque um grande nimero de perfis
cromatograficos pode ser gerado rapidamente com eficientes sub-rotinas de otimizacdo
(SEIDEL-MORGENSTERN, 2004). Apesar do modelo de Langmuir fornecer boa
representacdo dos dados experimentais de equilibrio para o caso mono-componente, o
método € bastante geral (GUIOCHON; SHIRAZI; KATTI, 1994). Normalmente, varios
modelos de isotermas podem ser testados alternativamente. A acurdcia do método depende
de qudo larga € a acurdcia do modelo aplicado para a coluna. Torna-se recomendado, assim,

testar criticamente os modelos (SEIDEL-MORGENSTERN, 2004).
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2.11. MODELOS DE ISOTERMAS DE ADSORCAO

2.11.1. Modelo linear

Caso a concentracdo dos solutos na fase movel seja baixa, o equilibrio de adsor¢ado
pode ser descrito por uma relacdo linear entre as concentragdes nas fases estaciondria e

movel (g; = He;.c;, em que He trata-se da constante de Henry para o componente i).

2.11.2. Modelo de Langmuir competitivo

O modelo de Langmuir competitivo considera que o processo de adsor¢do
acontece em uma superficie composta de um nimero fixo de sitios de adsor¢ao de igual
energia, uma molécula sendo adsorvida por sitio, até que a cobertura da monocamada seja
alcancada (JAMES, 1994). Este modelo é o mais freqiientemente utilizado para descrever
adsorcdo ndo-linear, embora seja assumido que € um modelo muito simples para informar a
adsor¢cdo em fases estaciondrias quirais. A isoterma de Langmuir corresponde a uma
cinética de adsor¢cdo homogénea e € expressa matematicamente pela Equagdo 2.29

(FELINGER; ZHOU; GUIOCHON, 2003).

. bc,

g =4, =12 2:29)

1+bc, +byc,’

Na Equagdo 2.29, g, € a capacidade de saturagdo da monocamada do adsorvente e
b; é a constante de associacdo. A constante de Henry (He;) para o componente i é dada pelo

produto g;-b;.

O modelo de Langmuir tem sido amplamente utilizado para correlacionar dados
experimentais obtidos na adsor¢do s6lido-liquido, possuindo limitagdes devido a restricao a
superficies homogéneas e cobertura da monocamada. A isoterma de Langmuir €, no
entanto, conveniente para andlise quantitativa de processos de adsorcdo e tem uma base
fisica, distintamente de tais equagdes empiricas como o modelo de Freundlich que ndo tem

nenhuma justificativa teérica significante (JACOBSON; FRENZ; HORVATH, 1984). A
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grande vantagem deste modelo é o pequeno numero de pardmetros requeridos e a
simplicidade de sua derivacdo. De fato, somente trés parametros sao necessirios para

descrever adsorcdo competitiva: duas constantes de equilibrio e a capacidade de saturacao

(CAVAZZINI et al., 2002).

2.11.3. Modelo bi-Langmuir competitivo

Quando enantidmeros sdo separados em uma FEQ, € esperado que a fase
estaciondria seja heterogénea, com uma distribuicdo de energia bimodal. O modelo de
isoterma bi-Langmuir assume que a superficie da FEQ contém dois diferentes tipos de
sitios. Sitios ndo-seletivos, que retém ambos os enantidmeros com a mesma energia de
adsorcdo, e sitios enantiosseletivos, que interagem diferentemente com estes dois
enantidmeros, ligando-se a eles com diferentes energias (com igual ou diferente capacidade
de saturacdo). Assim, as constantes de equilibrio dos dois enantidmeros nos sitios nao-
seletivos sdo iguais e o modelo bi-Langmuir possui apenas cinco pardmetros neste caso.
Este modelo pode ser considerado como uma extensao do modelo competitivo de Langmuir
quando estes dois tipos de sitios coexistem na superficie da fase estaciondria, sendo descrita

pela Equacao 2.30.

b .c b, ,c,

ns,i i

;1=12 (2.30)

QI* = qm‘ + qx ’
1+b, (c,+¢,) "1+b,,c +b,,c,

em que, b,;; € a constante de equilibrio para a adsorcdo nos sitios ndo-seletivos, b,; € a
constante de equilibrio para a adsorc@o nos sitios enantiosseletivos, g,s € a capacidade de
saturacdo dos sitios ndo-seletivos e ¢, € a capacidade de saturacdo dos sitios
enantiosseletivos (FELINGER; ZHOU; GUIOCHON, 2003; ZHOU et al., 2003;
CAVAZZINI et al., 2002).
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2.12. CONDICOES DE SOBRECARGA NA COLUNA

7z

Quando a sobrecarga da coluna € considerada, dois procedimentos podem ser
descritos. O primeiro, sobrecarga de concentrag¢do, considera o soluto muito soltivel na fase
moével e € realizado com volume de injecdo constante de solucdes em concentragdes
crescentes. Com o aumento da concentracdo da solucd@o injetada é esperado que os picos
cromatograficos sejam distorcidos, chegando a ter a forma de um tridngulo. Pode ocorrer o
aumento da cauda no pico cromatografico. O segundo tipo de sobrecarga, sobrecarga de
volume, considera o soluto com solubilidade baixa ou até intermedidria na fase movel. A
partir de uma solucdo concentrada, preparada para faixa de solubilidade do analito na fase
movel, volumes crescentes da mesma solugdo sdo injetados no sistema cromatogréafico. O
aumento do volume de inje¢@o, dentre outros fatores, como a for¢a do sorvente usado para
dilui¢do, pode resultar na deformacdo do pico. Os picos cromatograficos tendem a forma
simétrica e a partir de um certo volume de injecdo sua altura pode manter-se constante

(MACHERY-NAGEL, 2000).

2.13. CROMATOGRAFIA PREPARATIVA EM BATELADA

O uso de técnicas cromatogréficas para obtencdo de quantidades significativas de
farmacos enantiomericamente puros ¢ muito bem estabelecido. Separagdes em batelada e
em sistema continuo, como Leito Mével Simulado (LMS), tém se tornado nos tltimos anos
técnicas de rotina para separacdo de enantiomeros. Mais recentemente a técnica de Reciclo
Externo Estaciondrio surgiu como uma promessa para a aproximac¢do do desempenho do
LMS (GRILL; MILLER; YAN, 2004). A utilizagdo de sistemas LMS requer alto
investimento em capital, o que nem sempre € possivel. O investimento para implementacao
de um sistema LMS pode variar de US$ 300.000,00 a US$ 1.000.000,00, dependendo da
escala de producdo requerida. Neste contexto, a utilizacdo de técnicas em batelada aparece
como uma alternativa satisfatdria quando se deseja alcancar a separacdo dos enantidmeros
em quantidades menores, ou seja, pequenas produtividades, suficientes para fases iniciais

de desenvolvimento (KENNEDY; BELVO; WILLIAMS, 2004).
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O processo em batelada pode ser realizado em mais de uma etapa, como reportado
por Grill, Miller e Yan (2004), que em duas etapas alcancou-se pureza de 98 % de excesso
enantiomérico. Segundo estes autores, na primeira etapa coleta-se trés fracdes na saida da
coluna, em que a primeira corresponde ao enantidmero menos retido, a segunda referente a
regido intermedidria dos enantidmeros e a terceira ao enantiomero mais retido. Dependendo
de qual for seu composto de interesse (enantidbmero menos ou mais retido), recupera-se o
material da primeira ou terceira fracdo. Dissolve-se na mesma fase moével e a mistura
resultante € realimentada, correspondendo esta a segunda etapa. Maior eficiéncia neste
processo pode ser obtida, de acordo com os autores, realimentando a fracdo contendo o
enantiomero de interesse diretamente a coluna, como num reciclo. Neste caso o resultado
para a pureza foi de 98,4 % de excesso enantiomérico. Valor pouco superior, no entanto a

produtividade alcancada foi de 514 contra 435 g por dia’kg fase estaciondria para o

primeiro caso.

2.14. CROMATOGRAFIA PREPARATIVA EM LEITO MOVEL
SIMULADO

Nos dltimos anos a cromatografia preparativa tem aumentado sua importancia
como um processo de separagdo e purificacdo nas industrias farmacéutica, agroquimica e
de alimentos, em que técnicas cldssicas, como a destilagdo, evaporacdo, ndo sdo possiveis.
Muitas aplicacOes envolvem cromatografia preparativa em batelada, no entanto, notdvel
inovacdo tem sido alcangada pelo desenvolvimento da cromatografia continua em larga
escala, que apresenta vantagens significativas em termos de desempenho do processo

(GIOVANNI, 2000).

Cromatografia preparativa, em particular Leito Modvel Simulado (LMS), €
atualmente uma das mais importantes técnicas de separa¢do quiral na inddstria
farmacéutica (ZHANG; MAZZOTTI; MORBIDELLI, 2004). Uma das principais
caracteristicas para o sucesso das técnicas cromatograficas, no que diz respeito a sintese
assimétrica de enantidmeros puros em escala preparativa, € a possibilidade de desenvolver
a separacdo em tempos relativamente curtos (FRANCOTTE et al., 1998). Um sistema LMS
¢é essencialmente um separador bindrio, particularmente apropriado para separagdes quirais.

Antecipando brevemente, a cromatografia em LMS permite a alimentacdo e separacdo
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continua de misturas bindrias. A simulagdo de um contato contracorrente entre as fases
solida e liquida maximiza o transporte de massa, levando a uma reducio significativa no

consumo de fases moével e estaciondria, quando comparado a cromatografia convencional

em batelada (RODRIGUES; PAIS, 2004).

As vantagens do emprego do LMS frente a cromatografia em batelada, podem

ainda ser ampliadas nos quesitos que seguem (SCHULTE; STRUBE, 2001):
. Maior produtividade,
. Menor custo de operagdo,
. Produtos mais concentrados.

Mesmo em separacdes em escala de producdo, onde o baixo custo de operacdo
supera o alto custo fixo, o custo global de separacdo de um LMS € menor que na

cromatografia em batelada (ZHANG; MAZZOTTI; MORBIDELLI, 2004).

Para explicar o funcionamento de um sistema de cromatografia continua do tipo
LMS serd utilizado um sistema equivalente chamado Leito Mdvel Verdadeiro (LMV)
(COX, 2005). Neste, h4 um movimento real contracorrente entre a fase mével liquida e a
fase sdlida adsorvente. A Figura 2.8 esquematiza este processo, que € dividido em 4 secdes,
cada uma consistindo em uma coluna com material adsorvente. A alimentagdo ¢é
continuamente injetada no meio do sistema e duas correntes de produtos sdo coletadas: o
extrato, rico no componente mais retido a fase estaciondria e preferencialmente arrastado
com a fase sélida, e o refinado, rico na espécie menos retida, que se move com a fase
liquida (RODRIGUES; PAIS, 2004). Consideremos a alimenta¢do de uma mistura bindria
em que a espécie mais retida B e a espécie menos retida A sdo dissolvidos no(s) solvente(s)

da fase movel S.
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Figura 2.8. Esquema das quatro se¢cdes de uma unidade Leito Mdével Verdadeiro (LMV)
em uma separagdo bindria, sendo o componente B mais retido, A o menos retido e S a fase

movel.

Sendo as interagdes de A e B para com a fase sélida diferentes (B > A), € possivel
escolher vazdes para fazer B movimentar-se para baixo e A movimentar-se para cima,
conduzindo a uma separa¢do espacial. Nas secdes II e IIl, de acordo com o esquema
apresentado na Figura 2.8, a separacdo se processa de forma que B € adsorvido enquanto A
¢ eluido. Na secdo I, B é dessorvido e a fase solida é regenerada, enquanto na se¢do IV, B é
adsorvido e a fase mdvel € limpa, podendo ser reciclada na secdo I. Desta forma, B é
coletado no extrato e A no refinado (GIOVANNI, 2000). Este sistema requer duas linhas de
entrada, uma para a alimentacdo da amostra (A e B) e outra para o dessorvente (fase
movel); e duas linhas de retirada, uma para o refinado A e outra para o extrato B. Devido
aos pontos de alimentacao e retirada, as vazdes de liquido diferem de uma secdo para outra,
levando as quatro secdes da unidade a cumprirem fungdes diferentes (RODRIGUES; PAIS,
2004).

Pode-se perceber que o movimento da fase sélida adsorvente se faz necessdrio, e

isto ndo pode ser realizado na pratica sem consideravel reducdo de eficiéncia do processo.
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A movimentacdo do sélido também leva a erosdo das particulas e a problemas de atrito
(SILVA; MINCEVA; RODRIGUES, 2004). Para vencer este obsticulo lanca-se mao do
LMS. Uma técnica desenvolvida para manter as vantagens do processo continuo
contracorrente sem introduzir os problemas associados com o movimento da fase sélida
(RODRIGUES; PAIS, 2004). O LMS consiste no arranjo de vdrias colunas de leito fixo, tal
como representado na Figura 2.9, em que o processo contracorrente entre as fases sélida e
liquida € simulado por mudangas periddicas das posi¢des de entrada e saida na direcdo da
fase liquida. Desta forma, a fase sélida ndo se move e perfis de concentracdo sdo
alcangados no interior de cada coluna. Tao logo os pontos de alimentacdo e retirada seguem
estes perfis, pode-se gerar um estado estaciondrio ciclico, em que, a migracao das frentes de

adsorcdo se repete a cada tempo de troca da mesma forma (GIOVANNI, 2000).

Secdo 1
Dessorvente Extrato

gl%HZH

Reciclo ﬁ

. 8 3
~
~

Dire¢do da troca de

1% 1 posicdes e do fluxo \l/ 1%
S /[\ liquido i N
n 5%

7 4

e l\
Refinado Alimentago

Secdo Il

Figura 2.9. Esquema das quatro se¢des de uma unidade Leito Mdvel Simulado (LMS) de
configuragdo 2-2-2-2 para separacdo continua [adaptado de Migliorini, Mazzotti e

Morbidelli (1998)].

Na Figura 2.9 estd esquematizado um sistema cromatogrifico continuo com 8
colunas, cuja configuracdo é 2-2-2-2, ou seja, 2 colunas por secdo. No entanto, esta

configuracdo pode variar para cada sistema e apresentar ndo necessariamente 0 mesmo
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numero de colunas por se¢do. Um exemplo que pode ser citado é a configuracdo 5-1-3-3

descrita por Mazzotti, Storti e Morbidelli (1997a).

Aplicacdes industriais do LMS apresentam-se em diferentes escalas de produgao.
Sua tecnologia foi desenvolvida em 1966 pela UOP (Universal Oil Products), recebendo o
nome genérico de Sorbex (CHING; RUTHVEN, 1985), para separacdo em larga escala de
hidrocarbonetos em plantas com capacidade de producdo superior a 10000 toneladas por
ano. A maioria das unidades licenciadas até 2000 era utilizada para separacdo do p-xileno a
partir de fragdes de alquil aromdticos usando zedlitas Y como adsorvente e tolueno ou p-
dietilbenzeno como dessorvente (JUZA; MAZZOTTI; MORBIDELLI, 2000; GIOVANNI,
2000; RUTHVEN; CHING, 1989).

Misturas multicomponentes também podem ser separadas pelo processo LMS.
Assim como no caso de mistura bindria, a unidade distribui os componentes nas correntes
de extrato e refinado, de acordo com as intera¢des dos mesmos com o solido adsorvente. A
separacdo se dd de forma que os componentes com maior interagdo ou igual a do
componente de interesse sdo coletados na corrente de extrato, € aqueles com menor
interacdo sdo coletados na corrente de refinado (MAZZOTTI; STORTI; MORBIDELLI,
1994).

2.14.1. Projeto das condigoes de operacdo do LMS

A selecdo das condi¢Oes operacionais do LMS ndo € direta. O principal problema
consiste na escolha correta das vazdes de sélido (representadas pelo tempo de troca das
posicdes de alimentacdo e retirada) e liquido (RODRIGUES; PAIS, 2004). Deve-se ter em
maos estes parametros antes mesmo da partida da unidade. Nisto estdo inseridos a
determinacdo das vazdes de alimentacdo da amostra e de dessorvente e as vazdes de

retirada de refinado e extrato, além o tempo de troca das posi¢des das correntes no sistema.

Projetadas para obter alta produtividade de separacdo, as unidades LMS muitas
vezes operam com alta concentracdo de alimentacdo, o que leva a comportamentos nao
lineares na adsor¢cdo competitiva dos enantidmeros. Por isso, ferramentas de modelagem e

simulacdo sdo de importancia crucial antes da realizacdo de experimentos no sistema. A
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modelagem de um processo de separacdo em LMS pode ser analisada por duas estratégias
diferentes: uma, pela simulacdo do sistema diretamente, levando em conta o
comportamento transiente; e outra pela representacdo de sua operagdo em termos de um
sistema LMV (Leito Mével Verdadeiro) que, de acordo com sua modelagem, avalia o
estado estaciondrio do processo. O primeiro modelo representa o LMS real e considera as
trocas periddicas dos pontos de alimentagdo e coleta. O segundo é desenvolvido assumindo
a equivaléncia com o LMV, em que as fases sdlida e fluida fluem em dire¢des opostas

(RODRIGUES; PAIS, 2004).

A Teoria do Equilibrio, que se enquadra no segundo caso mencionado, pode ser
usada para a determinacdo dos parametros de operacdo da unidade (FRANCOTTE et al.,
1998; MIGLIORINI; MAZZOTTI,; MORBIDELLI, 1998). Esta base tedrica desconsidera

N

os efeitos causados pela dispersdo axial, resisténcias a transferéncia de massa, e ainda
assume que o equilibrio de adsor¢do é estabelecido em toda coluna a todo instante
(MAZZOTTI; STORTI; MOBIDELLI, 1997a). Por isso faz uso de um modelo matematico

simplificado (modelo ideal) (SANTOS, 2004).

7z

Para determinar o regime estaciondrio de uma unidade LMS € necessdrio um
modelo dependente do tempo, enquanto que para uma unidade LMV € necessdrio um
modelo que ndo dependa do tempo. Considerando as configuracdes destas unidades
equivalentes, o modelo para a unidade LMV € mais simples e pode ser usado para predizer
o desempenho da separacdo no estado estaciondrio da unidade LMS, desde que atenda as

Equacoes 2.31 e 2.32 (MAZZOTTI; STORTI; MOBIDELLI, 1997a).

(Qj )LMS = (Q,- )LMV +——0 (2.31)

- (2.32)

Definindo o pardmetro m; como a razdo entre as vazdes efetivas de liquido e de
solido na secdo j de uma unidade LMV, tem-se a Equacdo 2.33 (MAZZOTTI; STORTI,
MOBIDELLI, 1997a; MAZZOTTTI; STORTI; MOBIDELLI, 1997b):
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m. = (Q/ )LMV B QS <€p (2.33)

’ Qs(l_gp)

Partindo da Equacdo 2.33 e atendendo as regras de equivaléncia impostas pelas
Equacoes 2.31 e 2.32, define-se o pardmetro m; para uma unidade LMS de acordo com a

Equacao 2.34.

() 1-ve
m,=— LMS(I_ ) d (2.34)
Voll—g;

Nas equacdes mencionadas, Qs € a vazdo volumétrica de s6lido na unidade LMYV,
¢ o tempo de troca das posicdes, V. o volume da coluna, &r a porosidade total da coluna

ler = €+ &(1-9)].

Observando a unidade LMV mostrada na Figura 2.8, pode-se dizer, em cada se¢ao,
qual a direcdo que cada componente deve obedecer, acompanhando o liquido ou o sélido,

em fun¢do do papel que cada secio exerce na separagdo (SANTOS, 2004).

Na secdo I, e apenas nela, o componente mais fortemente adsorvido B acompanha
o liquido até ser extraido na corrente de extrato. O componente menos adsorvido A deve se
encontrar em quantidade muito pequena nesta se¢do para nao poluir a corrente de extrato,
devendo ser arrastado pelo solido na se¢do IV. Desta forma, sendo n;; € ¢;; o fluxo massico
efetivo e a concentracdo do componente i (i = A, B), respectivamente, na se¢dao j (j =1, ...,

IV), tem-se:

n
> (2.35)

Na secdo II o componente B acompanha o sélido até sua saida na corrente de
extrato, enquanto o componente A acompanha o liquido e tem sua saida na corrente de

refinado. Com isso tem-se que:
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n n
A2 <m, <20 (2.36)

Can Cp.u

A dire¢do que cada componente deve obedecer na secao III € idéntica a da secdo

II, com A acompanhando o liquido e B o sélido, logo:

n n
Al B.11I
<my, <21 (2.37)

Camm Cp

Na secdo IV o componente menos adsorvido A acompanha o sélido. Isto ocorre

apenas nesta secdo, para que o dessorvente possa ser regenerado, com isso:

m. <AL (2.38)

Cav

Considerando o caso de um sistema cujo equilibrio termodinamico € representado
por uma isoterma de equilibrio linear, situa¢do valida para solucdes diluidas, a adsor¢dao
obedece a lei de Henry de acordo com a Equacio 2.39 (MAZZOTTI; STORTI,
MOBIDELLI, 1997a).

n, = He, .c, (2.39)

Substituindo a Equacdo 2.39 nas Equacdes 2.35 a 2.38, chegam-se as seguintes

condicdes:
m; >Heyg (2.40)
He,, <m, <He,, (2.41)
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He, ,, <m, <Hey, (2.42)

m,, <He, (2.43)

As secOes 1I e III da unidade LMV exercem um papel fundamental no desempenho
da separacdo. Se a alimentacdo entre estas duas secOes acompanhar o fluxo liquido, isso
implica que myy > my e as condi¢des dadas pelas Equacdes 2.41 e 2.42 podem ser

agrupadas, gerando a Equacao 2.44.

He, , <m, <m, <He (2.44)

B,

Estas equagdes definem uma regido no espaco em quatro dimensdes medida pelos
pardmetros de operac@o m;, cujos pontos correspondem as condigdes operacionais em que a
teoria do equilibrio garante a completa separacdao dos componentes (MAZZOTTI; STORTI,
MOBIDELLI, 1997b). Nota-se que estas condi¢des sdo independentes da composi¢do da

alimentacdo, isto € valido desde que seja mantida a situagdo de alta diluigdo.

Do ponto de vista fisico, o significado das condi¢Oes impostas pelas Equacdes 2.41
e 2.42 é que os parametros operacionais my € myy devem ser grandes suficientes para que o
componente A seja arrastado para a corrente de refinado, mas por outro lado eles também
devem ser pequenos para garantir que o componente B va até a corrente de extrato. As
restricOes para my € myy impdem que ambos componentes sao eluidos na secdo I pela fase

movel e retidos na secdo IV na fase sélida (MAZZOTTI; STORTI; MOBIDELLI, 1997b).

As condi¢Oes impostas pela Equagdo 2.44 definem a regido de completa separagdo
sobre o pano (my, miy) representada pelo tridngulo retangulo (Método do Tridngulo)
destacado na Figura 2.10, na qual foi considerada a isoterma de adsorcdo linear dada pela
Equacdo 2.39, em que Heg = 3 e Hea = 1. Desta forma, valores de my e myy resultantes do
interior deste tridngulo proporcionam vazdes nas correstes de extrato e refinado de forma

que estas correntes estejam com alto grau de pureza de cada enantidmero.
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Figura 2.10. Regides do plano (my, my) com diferentes regimes de separagdo em termos
da pureza das correntes de saida, para um sistema descrito por uma isoterma de adsorc¢do

linear: Hep = 3; Hea = 1 [reproduzido de Mazzotti, Storti e Morbidelli (1997a)].

A determinacdo das vazOes em cada corrente do sistema pode ser determinada
facilmente por meio de uma balango de massa em cada né. Isto pode ser melhor visualizado
na Figura 2.9. As vazdes nas correntes de extrato, refinado e da alimentacdo sdo entdo

calculados de acordo com as Equagdes 2.45 a 2.47.

Q= 01— 0u (2.45)
Or =0m— Qv (2.46)
Oa=Qm- QOn (2.47)
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Modelos ndo ideais levam em conta os efeitos de transferéncia de massa e nao
linearidades do processo termodindmico de adsor¢dao. Com isso, a regido de completa
separacdo, baseada na teoria do equilibrio (método do tridngulo) com modelo ideal, sofre
uma reducdo e pode variar sua projecdo dependendo dos fendmenos considerados. Esses
modelos tendem a certificar uma regido de maior confiabilidade para a separacdo dos
enantidmeros, uma vez que considera efeitos que sdo pronunciados em uma operagdo real

do sistema LMS.

myy
(g}
1

S 1 2 3 4
my
Figura 2.11. Regido de completa separagdo para uma mistura bindria descrita por uma
isoterma de adsor¢cdo multicomponente. Heg = 3,5; Hex = 1,4; bg = 0,0550 L/g; ba =
0,0135 L/g; caaim= caim= 15 g/L. As linhas pontilhadas correspondem a regido de
completa separacdo para sistema linear com as mesmas constantes de Henry [reproduzido

de Francotte et al. (1998)].

A Figura 2.11 mostra o comportamento tipico de uma regido de completa
separacdo em que o sistema € descrito por uma isoterma de equilibrio de adsorc¢do
Langmuir multicomponente. Para este caso tém-se os seguintes dados: Heg = 3,5; Hea =

1,4; bg = 0,0550 L/g; ba = 0,0135 L/g; ca alim= CB.aiim= 15 g/L.
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A linha pontilhada da Figura 2.11 corresponde a regido de completa separagcdo
para o caso de isotermas de adsorcdo lineares. Para o caso ndo-linear a regido € mais restrita

e deslocada.

2.14.2. Modelagem matemadtica para o LMS

O modelo matemdtico para o LMS ¢é formado pelo sistema de Equacdes
Diferenciais Parciais (EDP), descrito pelas Equacdes 2.48 a 2.56, seguindo o modelo de
equilibrio dispersivo. Tais equagdes sdo apresentadas na forma adimensional e representam
balancos de massa microscOpicos no interior das colunas e balancos de massa
macroscépicos em cada né6 (AZEVEDO; RODRIGUES, 1999). Os balangos de massas nas
fases fluida e sélida, por componente em cada coluna, ficam de acordo com as Equagdes

2.48 e 2.49, respectivamente.

ac;, %c.  dc. B )
% =7 {p%j axczu _%} +1T€0’f (‘lu ‘<‘1u>) (2.48)
d{q, . )

<§2”> —% [‘1,-.,- (4, >] (2.49)

As condigdes iniciais e de contorno sdo:

¢, (x0) =l (x) e q,(x0) =g (x) (2.50)

x=0, q;0=Co1 € Qo =Ciy (2.51)
dc;, _

x=0, —L=Pe, (¢, —cfm) (2.52)
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x=1, Li_g (2.53)

Desprezando os efeitos extracoluna, balancos de massa nos nds sao representados

por:

j=1 (n6 do dessorvente): c;hm =0 (2.54)

‘=3 (n6 da alimentado): ¢/ = Laim jaimpy O oy 2.55

Jj= ¢a0): ¢, = ¢ ")+ ¢ (x=11) (2.55)
i 111

Demais ndés: ¢ =c;  (x=11) (2.56)

O sistema de EDP’s formado € resolvido pelo método das linhas. No qual, as
equagdes sdao discretizadas na varidvel axial (x) e integradas na varidvel tempo (¢). Os
métodos de discretizagdo empregados correspondem ao método de volumes finitos com
funcdo de interpolacdo do tipo upwind quadritica (BARRETO JR, 2005) e funcdo de
interpolacdo adaptativa (MALISKA, 2004). As Equagdes Algébricas Discretizadas
(EAD’s) resultantes sdo integradas empregando o método Backward Differentiation
Formulae (BDF), a partir da utilizacdo do pacote computacional Dassl. O sistema é
inicializado empregando um método direto utilizando fung¢des exponenciais de
regularizacio, com pardmetro de regularizacdo igual a 10, de acordo com Vieira e Biscaia

Jr (2000).

2.14.3. Modelagem matemadtica para o LMV

Neste tépico serd apresentada a modelagem matemadtica proposta para o processo
LMS, baseado na analogia deste com o LMV. As principais consideracdes sio: (i)

dispersdo axial para a fase liquida, (i) fluxo empistonado para a fase solida, (iii) forca
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motriz linear para taxa de transferéncia de massa intraparticula e (iv) operacio isotérmica

(LEAO; RODRIGUES, 2004).

As equacOes adimensionais para o balango de massa em um elemento de volume
de uma secdo do LMYV, para a fase fluida e para as particulas adsorventes, apds a
introdug@o da varidvel adimensional espago, x = z/L;, em que L; € o comprimento da se¢do,

sdo dadas pelas Equacdes 2.57 e 2.58, respectivamente.

d’c,, de, ; P
e ) @57
d(a,;) _ “ali ~{a,)] (2.58)

A isoterma de equilibrio de adsor¢do representando a lei de equilibrio entre as
concentracdes nas fases liquida e adsorvente, na interface liquido/sélido, € dada pela

relacdo linear tal como a Equagdo 2.59.

q =K,c, (2.59)

Este modelo consiste em um sistema misto de equagdes diferenciais (2.57 e 2.58) e

algébricas (2.59). As condi¢des de contorno sdo:

x=0, ¢, =c, % (2.60)
T Pe; dx )
dc;,
x=1, de=0 e <qij>:<qu+1,0> (2.61)
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Os subscritos i = A,B referem-se aos compostos menos retido e mais retido e,
j =1, ..., IV referem-se ao numero de se¢des da unidade; c; e <q,.j> sdo, respectivamente, as
concentracOes nas fases liquida e adsorvente (no caso do adsorvente € a concentracdo
média), para o componente i na secdo j do LMV; Kp; € a constante de equilibrio para o

componente i; € € a porosidade do leito; ¢ a varidvel tempo; u; e us as velocidades

intersticiais do liquido e do sélido; Dy ; o coeficiente de dispersdo axial na segdo j.

Os balangos de massa nos nés acoplados as Equagdes 2.57 e 2.58 sao:

j=1 (n6do dessorvente): c,,= &cw, Ly (2.62)
1
Jj=2 (n6 dasaida de extrato): Curo = Cu.L, (2.63)
=3 (n6 da ali doy: ¢ =L Qiimtim
J=3 (n6 daalimentagdo): c,, , = Carg, + c; (2.64)
Q111 QIII
j=4 (nodasaidaderefinado): ¢y 0 =cCyy (2.65)

Alim

Nestas equagdes Q; € a vazdo através da secdo j e c; ¢ a concentracdo de

alimentacdo do componente i. Os parametros adimensionais do modelo sdo apresentados na

Tabela 2.1.

As Equagdes 2.57 a 2.65 sao discretizadas usando a mesma metodologia aplicada a
discretizacdo do modelo do LMS. O sistema de equagdes algébricas nio-lineares resultante
¢ resolvido usando o método de Newton, aplicando uma rotina do IMSL. A solucdo deste
modelo matemadtico gera perfis estaciondrios de concentragdo de cada substancia no interior
do LMV. Tais informagdes sdo fundamentais para a avaliacdo das influéncias nos
parametros m; e concentracdo de alimentagdo no comportamento da produtividade, do
consumo de solvente e recuperagdo, atendendo restri¢des de pureza e limites fisicos para as

variaveis de desempenho.
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Tabela 2.1. Parimetros adimensionais do modelo.

05 = kLjlus Numero de unidades de transferéncia de massa em uma se¢do LMV

Pej = uij/DLj Numero de Peclet

¥ = uilus Razdo entre as velocidades do fluido e s6lido na secdo j

1-ele Razdo entre os volumes de sélido e fluido

2.14.4. Varidveis de desempenho

As varidveis de desempenho avaliadas em uma determinada condi¢do, simulada

pelos modelos descritos, foram calculadas de acordo com as equagdes apresentadas na

Tabela 2.2.

Tabela 2.2. Varidveis de desempenho avaliadas no processo.

Varidvel desempenho Extrato Refinado
100.c 100.¢c
Pureza (P) " "BE WO
Cop TChi Car TChir
0..c 0,.c
Produtividade (Pr) EBE RCBR
‘/ads Vads
100.c; ;O 100.c, Oy

Recuperagdo (Rec)

Consumo de solvente (CS)

€. a1m P Atim

QI + QAlim

¢r-Qptim

€ antim @A Alim

Ql + QA lim

¢rQstim
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Capitulo 3

3. MATERIAIS E METODOS

O Capitulo 3 apresenta as principais caracteristicas dos materiais utilizados nos
experimentos, juntamente com o aparato instrumental. H4 a descricdo da metodologia
experimental para a escolha da fase eluente de trabalho e da faixa de comprimento de onda
admitida. Na seqiiéncia, para melhor visualizar as etapas experimentais, a metodologia
experimental se dividird em dois tOpicos: /) experimentos com solucdes diluidas: para a
caracteriza¢do das colunas cromatogréficas e obtencdo dos parametros de separacdo e de
equilibrio de adsor¢do e, 2) experimentos com solucdes concentradas: com o intuito de
estudar o comportamento da coluna com a elevacdo da concentragdo, obter as isotermas de

adsorcdo e realizar uma separacdo dos enantidmeros em batelada.

3.1. MATERIAIS

3.1.1. O rolipram

Parte dos experimentos foi realizada com a mistura enantiomérica do rolipram
sintetizada no Laboratério de Sintese Organica do Instituto de Quimica da Universidade
Estadual de Campinas. Outra parte do rolipram, principalmente a utilizada na determinacdo

das isotermas de adsor¢do, foi adquirida junto a Tocris (EUA).
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3.1.2. Fase estaciondria quiral

As colunas empacotadas com a FEQ apresentada no Capitulo 2 sado
comercialmente conhecidas por Kromasil® CHI-TBB e sdo produzidas pela empresa EKA
Chemical (Suécia). Utilizou-se no trabalho colunas preparativas de aco inoxiddvel com 25
cm de comprimento e 1 cm de didmetro, contendo a fase estaciondria quiral com didmetro

médio de particula igual a 16 pm.

3.1.3. Aparelhagem experimental

Os experimentos cromatograficos foram realizados em um sistema de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com bombas modelo 1525, detector UV-
VIS com dois canais de detec¢do modelo 2487, injetor manual modelo 77251, todos da
Waters (EUA). O forno era acoplado ao sistema e também da Waters (EUA). O sistema de
aquisicao de dados foi computadorizado (software BREEZE). Experimentos de varreduras
foram realizados em espectrofotdmetro UV-VIS modelo DU640 da Beckman (EUA). As
amostras de rolipram, bem como a fase mével, foram mantidas em banho ultra-s6nico
modelo 3510 da Branson (EUA). O rolipram foi pesado em balanca analitica da Quimis
(Brasil). A remoca@o da umidade do rolipram foi procedida em estufa modelo 515 da Fanem
(Brasil). A ordem de elui¢do dos enantidmeros foi verificada em um detector baseado em
dicroismo circular e UV-VIS modelo CD-2095 Plus da Jasco (Japao). Estes dados foram

captados por sistema computadorizado com software da Shimadzu CLASS-VP (Japdo).

3.1.4. Solventes

Os solventes utilizados para a composi¢cdo da fase movel e preparo das amostras,
foram: acetato de etila 99,9%; n-hexano 95% (Mallinckrodt, EUA), metil-terc-butiléter
99%, etanol 99,9%, e 2-propanol 100% (J. T. Backer, EUA), todos grau cromatogréfico.
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3.2. METODOS

3.2.1. Experimentos preliminares
Definicao e otimizacdo da fase movel

Este estudo foi realizado com diferentes combinacdes de solventes em diferentes
proporg¢des, com a finalidade de descobrir qual dessas combinacdes representaria melhor a
fase movel para a posterior andlise da separagdo da mistura enantiomérica. Os solventes
disponiveis eram: hexano, etanol (EtOH), 2-propanol, metil-terc-butiléter (MTBE) e
acetado de etila (EtOAc).

Fizeram-se injecOes de 20 pL da amostra, a uma concentracdo total dos
enantiomeros de 0,15 mg/mL. O valor de A programado no sistema de detecg¢do foi 270 nm.

A fase movel eluia a uma vazao de 2,00 mL/min.

Avaliacdo da resposta do sistema de detec¢do

Para verificar uma faixa de comprimento de onda (A) a ser trabalhada nos
experimentos, fez-se uma varredura em espectrofotdmetro UV-VIS. O equipamento foi
calibrado com a solucdo contendo apenas a fase mdvel metil ferc-butiléter/acetato de
etila/etanol (60/35/5, v/v). Na seqiiéncia foi realizada a varredura entre 240 e 300 nm. A

amostra contendo rolipram apresentava concentragdo total de 0,15 mg/mL.

Determinacdo da ordem de eluicdo

A ordem de elui¢do dos enantidmeros foi definida por meio da inje¢dao de 200 pL
de uma solug@o de rolipram na forma racémica em concentragdo total de 0,15 mg/mL e a
uma vazdo de 2,00 mL/min de fase mével composta por metil zerc-butiléter/acetato de

etila/etanol (60/35/5, v/v). O sistema de andlise foi ajustado em 270 nm.

50




MATERIAIS E METODOS

3.2.2. Experimentos com solucoes diluidas

Determinacdo da porosidade total

Experimentos de pulsos cromatograficos com o composto 1,3,5-tri-terc-
butilbenzeno (TTBB) (Aldrich Chemical Co, EUA), cuja estrutura molecular esta
apresentada na Figura 3.1, foram realizados com a finalidade de verificar a homogeneidade
do empacotamento das colunas e determinar a porosidade total (&) das mesmas. O TTBB ¢é
uma molécula relativamente pequena (MM: 264,44 g/gmol) e ndo € retida na FEQ, sendo
capaz de se difundir ndo somente através do leito, mas também nos intersticios das
particulas do s6lido poroso. Este composto tem sido amplamente utilizado na determinagao
da & para virios tipos de FEQs (SILVA JR et al., 2005; SANTOS et al., 2004; WANG;
CHING, 2002; DUAN; CHING; SWARUP, 1998).

CH,4

H3C_C_CH3

AN
H3C_C (|:_CH3
CH,4 CH,

Figura 3.1. Estrutura molecular do composto 1,3,5-tri-terc-butilbenzeno (TTBB).

A temperatura do sistema foi mantida constante e igual a 25°C. As respostas dos
pulsos cromatograficos com TTBB em concentracdo de 1,50 mg/mL foram monitoradas
pelo detector UV-VIS no comprimento de onda 270 nm, sendo que a fase movel eluia com

vazao de 2,00 mL/min. O valor da porosidade total foi determinado de acordo com a

Equacdo 3.1.

1, Q
&, = 3.1
TSy 3.1
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Na Equagdo 3.1, 7 € o tempo de residéncia do TTBB na coluna, Q € a vazdo da

fase mével e V¢ representa o volume da coluna.

Determinacdo da porosidade do leito e da particula

A determinac¢do da porosidade do leito foi baseada no método dos momentos para
isotermas lineares. Foram realizadas injecOes de 20 uL. do composto poliestireno (Polymer
Laboratories, Reino Unido) em concentra¢do 0,5 mg/mL. Por ndo sofrer interacdes com a
fase estaciondria e devido sua elevada massa molecular (MM: 504500 g/gmol), ele € capaz
de se difundir pela coluna cromatografica passando apenas nas regides entre as particulas,

ndo adentrando em seus poros. A estrutura do poliestireno € apresentado na Figura 3.2.

n

Figura 3.2. Estrutura molecular do composto poliestireno.

O tempo de reten¢do do poliestireno na temperatura de 25°C nas vazdes 1,00; 2,00;
3,00 e 4,00 mL/min permitiram a constru¢do da curva do primeiro momento () por L/uy,
cuja inclinagdo fornece diretamente o valor da porosidade do leito (&).

Por meio da Equacdo 3.2, que provém das defini¢des das porosidades, estima-se o

valor da porosidade da particula (&p).

e, =e+(1-¢)-¢g, (3.2)
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Determinacdo das constantes de equilibrio de adsorcdo

Variou-se a vazao de alimentagdo da fase movel entre 1,00 e 4,00 mL/min com
passos de 1,00 mL/min. Para cada vazio foram realizadas inje¢oes de 20 pL de amostra de
rolipram em concentragdo total 0,15 mg/mL. O sistema de andlise foi ajustado a 270 nm.
Por se tratar de solucdo diluida, de acordo com o método dos momentos, i corresponde ao
tempo de retencdo de cada enantiomero. A inclinacdo da reta no grafico de u por L/uy

permite calcular indiretamente o valor da constante de adsor¢ao Kp para os enantidmeros.

Determinacdo das constantes de Henry e parametros analiticos de separagdo

Para a obten¢do das constantes de Henry (He), foram realizados experimentos de
pulsos cromatograficos com a mistura enantiomérica. Seus valores foram determinados a
partir dos tempos de retencdo dos enantidmeros do rolipram (fg;) € do composto inerte
TTBB (%), de acordo com a Equacgdo 3.3. A fase mével passava através da coluna a uma

vazao de 2,00 mL/min.

tp. —1
He, =| Ri—lo | &r 3.3)

Comumente define-se o primeiro termo do produto como fator de retencao (k;) dos

enantidmeros e se expressa de acordo com a Equacao 3.4.

tp. —1
ki{’“—"j,i:mz (3.4)
)

O fator de separacdo do sistema () pode ser determinado a partir dos fatores de
retencdo, conforme a Equacdo 3.5, em que, / € o enantidmero menos retido € 2 o mais

retido.
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gk (3.5)

A razdo entre as constantes de Henry para os enantidmeros mais retido € menos
retido também pode ser alternativamente utilizada para o cdlculo de «a. Isso pode ser
observado substituindo-se a Equagdo 3.4 na 3.5 e multiplicando-se o numerador e o

denominador da equacgao resultante pelo termo &r /(1-&r), resultando na Equacgdo 3.6.

(IR,Z _toj €r
t 1-¢
q=s 0 r _He, (3.6)

tR,l _to ST Hel
tO I_ST

Um parametro analitico muito importante € a resolucio (Ry), calculada a partir da

relacdo entre as diferencas entre os tempos de reten¢do dos enantiomeros e a largura dos
picos de eluicdo a meia altura, de acordo com a Equacdo 3.7. O fator de assimetria (As) foi
determinado pela medida das propor¢des entre as duas partes do pico cromatografico
medidos horizontalmente a 10% de sua altura, de acordo com a Equagdo 3.8. A Figura 3.3
trata-se de um perfil de elui¢do cromatogréfico indicando o tempo de reten¢do do composto

e as alturas correspondentes a 10% e 50% da altura do pico.

t —t
R =1177 M (3.7)
(Wi + W5 )

As. = 3.8)

Q|
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__ altura do pico

Wh + 50% da altura do pico
a b + 10% da altura do pico
T T T T T T T T T
5,6 5.8 tR 6,0 6,2 6,4

Tempo (min)

Figura 3.3. Representacdo de um perfil de eluicdo indicando o tempo de retengao (tr), 10%

e 50% da altura do pico cromatogréfico. (— ) linha de base.

Caracterizagdo das colunas cromatogrdficas do sistema LMS

O sistema LMS possui 8 colunas cujas porosidade total, constantes de equilibrio e
parametros de separacdo, foram determinados pela técnica de pulsos cromatogréficos, sob
condi¢des isocrdticas, a uma vazdo de 2,00 mL/min, utilizando-se solucdes diluidas dos
enantidmeros e do composto inerte TTBB. As colunas apresentavam dimensdes de 25 cm
de comprimento € 1 cm de didmetro interno. O detector foi programado para fazer as

leituras em 270 nm.

3.2.3. Experimentos com solucoes concentradas

Estudo de sobrecarga na coluna

Com o intuito de avaliar o comportamento da separacdo dos enantiomeros do
rolipram em condicdes de alta concentracdo, foram realizados experimentos variando-se a

concentracdo total de alimenta¢do da mistura (0,50; 1,00; 2,50; 5,00 e 10,00 mg/mL) a um
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volume de injecdo constante e igual a 20 uL. As respostas foram monitoradas pelo sistema

UV-VIS no comprimento de onda de 270 nm.

Determinacdo das isotermas de adsorg¢do lineares pelo método da andlise frontal

A obteng¢do das isotermas competitivas de adsor¢c@o dos enantidmeros do rolipram
na regido linear, baseou-se na determinac¢do da curva de ruptura para a mistura racémica
nas concentracdes 0,50; 1,00; 2,00 e 3,00 mg/mL. A principio, a coluna foi equilibrada com
a fase movel sendo alimentada por uma das bombas do sistema de CLAE, sob vazdo de
2,00 mL/min. O estado de equilibrio foi observado quando a resposta do sistema de
deteccdo se manteve invaridvel. Neste momento programou-se uma repentina troca na
alimentacdo do sistema, de forma que, a segunda bomba substituisse a alimentac¢do da fase
movel pela solu¢do de rolipram. Um volume continuo foi alimentado até a saturacdo da
coluna (14 mL), situagdo na qual a concentracdo na saida foi a mesma da alimentacio.
Houve entdo mudanga para a bomba inicial de alimentacdo de fase mdvel e assim se
manteve o experimento até a completa remoc¢ao do rolipram da coluna. Este procedimento
foi seguido para as diferentes concentragdes e a andlise da resposta do sistema de deteccdo
possibilitou o célculo dos pontos da isoterma competitiva. Para as concentracdes 0,50; 1,00
e 2,00 mg/mL o detector foi mantido em 254 nm. No entanto, concentracdes maiores
extrapolaram o limite de deteccdo do sistema. O experimento na concentracio 3,00 mg/mL
foi realizado em 300 nm, pois neste comprimento de onda a absorbancia dos enantidmeros
€ menor, possibilitando realizar o experimento sem o estouro da escala. Curvas analiticas
nos dois comprimentos de onda possibilitaram a determinacdo das concentracdes a partir da

resposta do detector.

Separacdo dos enantiomeros em batelada

A separacdo dos enantidmeros em batelada constou com a alimentagdo, em uma
tnica coluna, de uma solu¢do com concentragdo 8,0 g/L por um periodo de 5 minutos a
uma vazao de 1,00 mL/min, totalizando uma massa injetada de 40 mg. A coleta dos

enantidmeros separados foi realizada imediatamente apds a passagem pelo sistema de
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andlise. Esta coleta foi possivel uma vez que poder-se-ia acompanhar a eluicdo dos
componentes por meio da resposta do detector (270 nm) apresentada na tela do monitor. O
inicio de cada coleta foi considerado como sendo o inicio da detec¢do de cada componente
e se arrastou até o final de sua detec¢do. A pureza dos enantiomeros em cada fragdo
coletada foi determinada injetando-se 20 uL de cada amostra no sistema cromatografico e

analisando-se a drea sob o perfil de eluicdo em cada situacdo, de acordo com a Equagéo 3.9.

P :(&}IOO, i=12 3.9)

Area, + Area,
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Capitulo 4

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

No presente capitulo serdo apresentados os resultados alcancados a partir dos
experimentos realizados em laboratdrio. Estes resultados serdo discutidos baseados na
literatura, a fim de verificar a consisténcia com a mesma. Serd apresentado um estudo sobre
os fendmenos que interferem no processo de eluicdo dos enantidmeros no leito
empacotado. Neste contexto, determinaram-se os pardmetros analiticos de separagdo, os
efeitos de transferéncia de massa e termodindmicos, bem como o comportamento dos
enantidmeros na situacio de equilibrio por meio das isotermas de adsor¢do. Ao final, oito
colunas cromatograficas foram caracterizadas e os resultados fardo parte de uma simulacao
computacional do processo de separagcdo continuo em LMS, tendo como resultado os perfis

de concentrac¢do nas correntes de saida do sistema.

4.1. DEFINICAO E OTIMIZACAO DA FASE MOVEL

Sendo ja definido, na presente dissertacdo, o complexo polimérico O,0"-bis[4-
terc-butilbenzoil ]-N,N’-dialil-L-tartardiamida como fase estaciondria, realizou-se um

estudo para definir e otimizar a fase mével.

Os primeiros experimentos foram realizados com a mistura de hexano e etanol, em
diferentes proporgdes, sem proporcionar separacdo dos enantidmeros. Outras combinagdes
de solventes foram testadas e a que apresentou indicio de separacdo foi a que conteve

MTBE. De fato, segundo Andersson et al. (1996), em geral, alterando-se o componente
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polar da fase mével de um dlcool para um éter, ha como resultado maiores valores de fator
de retencdo e fator de separacdo, devido a menor competicao com a fase mével pelos sitios
de adsor¢do. A Figura 4.1 mostra um ensaio cromatografico, na qual a fase movel foi
composta exclusivamente por MTBE. Nota-se que, apesar de ocorrer separacdo, nio se
tratou de uma situacdo 6tima. A defini¢dao dos picos ndo foi adequada e hd uma assimetria
visualmente acentuada. A Figura 4.2 expde um cromatograma, na qual a corrida
cromatografica foi realizada com fase moével contendo MTBE e 30% (v/v) de EtOAc,
mantendo-se as mesmas condi¢cdes de vazdao e comprimento de onda. Esta propor¢cao dos
solventes apresentou a melhor separacdo. A adicdo de acetato de etila proporcionou

separacao total dos enantidbmeros com picos bem definidos.

Apesar de alcancar uma condicdo de fase mdvel satisfatoria para os experimentos
de separacdo dos enantidmeros, o objetivo de otimizd-la inclui a questdo do tempo
necessdrio para a separacdo. Uma vez que a fase estaciondria apresenta caracteristicas
polares, de acordo com Lowendahl e Allenmark (1997), um aumento da polaridade da fase
moével leva a diminuicdo do tempo de retencdo dos enantidmeros, pelo mesmo fato ja
mencionado de competicdo pelos sitios de adsor¢do. Com a intencdo de reduzir a varidvel
tempo, foram realizados experimentos com a adicdo de dlcoois a fase mével, como 2-

propanol e etanol, ambos com caracteristicas polares.

A Figura 4.3 mostra uma reducio no tempo de corrida, ap6s a adi¢dao de 10% de 2-
propanol a fase mével contendo MTBE e EtOAc. Observa-se que a separacao ndo ocorreu
por linha de base. Outras propor¢des deste dlcool foram analisadas, sem alcancar melhores
resultados. Na corrida cromatografica apresentada na Figura 4.4, o dlcool utilizado foi o
etanol. A fase mdvel apresentou composicdo MTBE/EtOAc/etanol (60/35/5, v/v). Varias
combinacdes com este dlcool foram testadas, mas esta condicdo forneceu os melhores
resultados de separacdo. Visualmente ndo foi observado efeito de cauda e o perfil de
eluicdo mostra separagdo por linha de base. O enantidbmero menos retido apresentou tempo
de retencdo de 9,205 min, enquanto o mais retido 10,650 min. De acordo com este
resultado, esta combinacdo de solventes foi utilizada como fase mdvel para todas as etapas

do trabalho e, para evitar meng¢do excessiva, serd omitida sua indicagao.
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Figura 4.1. Cromatograma da separa¢do dos enantidmeros do rolipram. Fase Movel:

MTBE, Q = 2,00 mL/min e A =270 nm.
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Figura 4.2. Cromatograma da separa¢do dos enantidmeros do rolipram. Fase Movel:

MTBE/EtOAc (70/30, v/v), Q = 2,00 mL/min e A =270 nm.
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Figura 4.3. Cromatograma da separacdo dos enantidmeros do rolipram. Fase Movel:

MTBE/EtOAc/2-propanol (60/30/10, v/v), Q = 2,00 mL/min e A = 270 nm.
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Figura 4.4. Cromatograma da separacdo dos enantiomeros do rolipram. Fase Mdvel:

MTBE/EtOAc/etanol (60/35/5, v/v), Q = 2,00 mL/min e A =270 nm.
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Collins, Braga e Bonato (2006) relataram que a for¢a cromatogrédfica da fase
moével € determinada pela polaridade dos solventes que a compde. Os parametros de
polaridade (€”) para os solventes definidos como apropriados segundo Snyder para
cromatografia de adsorcdo podem ser vistos na Tabela 4.1, juntamente com outras

propriedades fisicas.

Tabela 4.1. Propriedades dos solventes utilizados na fase mével.

Solventes g 1 (mPa.s), 25°C  p (g/em’) PE (°C) A (nm)
EtOAc 0,58 0,44 0,90 77 250
EtOH 0,88 1,08 0,79 78 210
MTBE 0,35 0,77 0,74 55 210

2-propanol 0,82 2,30 0,78 82 210

€’: parimetro de polaridade segundo Snyder para cromatografia por adsor¢io

W: viscosidade dindmica

p: massa especifica

PE: ponto de ebuli¢do

A: comprimento de onda limite para uso com detector por absorbancia no ultravioleta
Fonte: (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006)

4.2. AVALIACAO DA RESPOSTA DO SISTEMA DE DETECCAO

Realizou-se uma varredura em espectrofotometro UV-VIS com a mistura
enantiomérica de rolipram em concentragdo total de 0,15 mg/mL. A Figura 4.5 mostra a
variagdo da absorbancia com o comprimento de onda. Nota-se que hd resultado de
absorbancia para a mistura na faixa de 254 a 300 nm, com resposta mdxima em torno de
280 nm. Serdo utilizados nos experimentos comprimentos de onda na faixa de 270 a 290

nm, salvo quando mencionado outro valor.
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Figura 4.5. Varredura em espectrofotometro UV-VIS para a mistura enantiomérica do

rolipram em concentracio 0,15 mg/mL.

4.3. ORDEM DE ELUICAO

A definicdo da ordem de elui¢do dos enantidmeros fundamentou-se em dizer qual
a seqiiéncia de saida dos mesmos pela coluna cromatogréifica. Para tanto, utilizou-se um
sistema de detec¢do baseado em dicroismo circular (DC) e UV-VIS. Na aplicacdo do
dicroismo circular para a andlise de misturas enantioméricas, os sinais obtidos sdo
proporcionais a diferenca de concentracdo entre os dois enantiomeros (BLANCO et al.,
2001). Na ocasido da separagdo, cada enantidomero dard uma resposta caracteristica, sendo

esta positiva ou negativa.

A Figura 4.6 mostra o perfil de elui¢cdo dos enantidmeros, em que, a linha azul se
refere a resposta do detector UV-VIS e a linha vermelha a resposta do DC. Nota-se que o
enantiomero menos retido sai em aproximadamente 22 minutos e proporciona rotacao
positiva do plano da luz. Desta forma, percebe-se que o primeiro componente a sair pela
coluna, nas condi¢cdes experimentais descritas, trata-se do (S§)-(+)-rolipram. Por
conseqiiéncia, o mais retido, que sai préximo aos 24 minutos, apresenta rotacdo negativa
para o plano da luz e se refere ao (R)-(-)-rolipram. A nomenclatura (S)-(+) e (R)-(-) para os

enantiomeros estdo de acordo com o fornecedor.
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E importante ressaltar que para proceder este estudo foi realizado uma adaptacio
no sistema LMS, de forma a desviar a passagem de fluido apenas por uma de suas colunas,
estando esta conectada ao sistema de andlise. Por esta razdo o volume morto resultante é
bem maior que o apresentado pelo sistema cromatografico utilizado nos demais

experimentos. Isto explica os maiores tempos de retengdo para os componentes.

Nota-se um pico registrado proximo aos 17 minutos. Este se trata possivelmente

de impureza presente na amostra.

Por se tratar de um experimento meramente com finalidades qualitativas, nao
houve prévio ajuste do sistema de andlise, por isso os sinais apresentados por ambos 0s

detectores apresentaram-se negativos na maior parte do tempo.
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Figura 4.6. Ordem de elui¢do dos enantidmeros do rolipram. (—) sinal do UV-VIS,

(—) sinal do DC. ¢ymostra = 0,15 mg/mL, V;,; = 200 uL, Q = 2,00 mL/min e A =270 nm.
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4.4. EXPERIMENTOS COM SOLUCOES DILUIDAS

4.4.1. Pardmetros analiticos de separacdo

As Figuras 4.7 e 4.8 apresentam os perfis de eluicio do composto inerte TTBB e
dos enantiomeros do rolipram, respectivamente. Estes experimentos foram realizados em
duplicata com vazao de fase mével de 2,00 mL/min. Nota-se na Figura 4.7 que o tempo de
retengdo e a largura da base do pico de eluic@o sdo relativamente pequenos. Este resultado é
esperado, visto que se trata de um composto que ndo sofre interagdes estereosseletivas com
a fase estaciondria quiral (FEQ). Na Figura 4.8, apesar das larguras das bases dos picos de
eluicdo dos enantidmeros do rolipram serem pequenas, sdo maiores que a do TTBB,
demonstrando as diferencas no processo de elui¢io entre o composto inerte e os que sofrem
interacOes com a fase estaciondria. Com o intuito de averiguar como estas interagdes se
comportam em condi¢des experimentais adversas, foram analisados os parametros

analiticos de separacao em diferentes vazdes de fase mdvel e temperaturas.

A Tabela 4.2 apresenta os parametros analiticos de separacdo de cada composto
em diferentes vazdes a 25°C. Os fatores de retencdo (k) apresentaram valores médios de
0,654 e 0,940 para os enantiomeros S-(+) e R-(-), respectivamente. Os fatores de assimetria
(As) apresentaram-se de 3 a 4% distantes da unidade, mostrando comportamento proximo
ao Gaussiano. O fator de separagdo (&) mostrou-se em um valor préximo a 1,44. De acordo
com Francotte e Juker-Buchheit (1992), um dos fatores que determinam a seletividade a um
enantidmero frente ao outro € a capacidade de reconhecimento da FEQ. O ponto mais
importante para assegurar sucesso na separacdo de uma mistura enantiomérica € trabalhar
em condi¢des de alto fator de separagdo. Okamoto e Kaida (1994), reportaram que
completa separacdo de enantidmeros em colunas quirais, baseadas em polissacarideos,
ocorrem em um valor minimo de 1,20. No presente estudo, apesar da fase estaciondria ndao
ser baseada em polissacarideo, alcangaram-se resultados superiores ao comentado por estes

autores.
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Figura 4.7. Perfil de eluicio do composto inerte TTBB. crrgg = 1,50 mg/mL, Q = 2,00
mL/min e A =270 nm.
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Figura 4.8. Perfil de eluicdo dos enantidmeros. Cmisura = 0,15 mg/mL, Q = 2,00 mL/min e

A=270 nm.
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Tabela 4.2. Parametros analiticos de separag¢do dos enantidmeros do rolipram em diferentes

vazoes de fase movel a 25 °C.

O (mL/min) ks kr Ass Asg (1
1,00 0,661 0,953 1,042 1,033 1,441
2,00 0,658 0,941 1,047 1,045 1,430
3,00 0,650 0,937 1,034 1,033 1,442
4,00 0,645 0,930 1,033 1,028 1,442

Apesar de tudo, o fator de separa¢do nao inclui informacdes sobre a largura dos
picos, e ndo é adequada para descrever a separagdo de enantidmeros por si s6. Neste caso,
outra varidvel importante a ser determinada € a resolugcdo (Rs), que, em sua forma geral,
engloba parametros de eficiéncia, retencdo e separacdo. A resolu¢do foi avaliada nas
diferentes vazdes e temperaturas como pode ser visto na Figura 4.9. Para as condi¢des
analisadas houve diminuicdo da resolu¢do provocada tanto pelo aumento da vazido quanto
pelo aumento da temperatura. Isto ocorreu porque as moléculas dos enantidmeros tém
menos tempo para interagir com a fase estaciondria. Dentro das condi¢des experimentais

estudadas, valor 6timo de resolucgao foi obtido em 1,00 mL/min e 25°C.

A Figura 4.10 ilustra como o aumento da temperatura pode diminuir os tempos de
retencdo dos enantidmeros nas diferentes vazdes. Este fato, juntamente com a diminui¢do
da largura da base dos picos, influenciaram diretamente na diminuicdo da resolucdo

apresentada.

A Tabela 4.3 expde a influéncia da temperatura sobre os parametros analiticos de
separacdo, mantendo-se a vazao de fase mével constante em 2,00 mL/min. O sistema de
andlise foi ajustado em A = 270 nm e a concentragido da mistura enantiomérica injetada foi

de 0,15 mg/mL.

67




RESULTADOS E DISCUSSOES

3,50
3,00
2,50 A
o 2,00
1,50 A
1,00
0,50 -
0,00

0,00

1,00

2,00

3,00

0 (mL/min)

4,00 5,00

Figura 4.9. Variacdo da resolu¢do na separacdo dos enantidmeros com a vazdo, para as

temperaturas: (0) 25°C; (0) 30°C; (A) 35°C e (0) 45°C. Cmistura = 0,15 mg/mL, Vi,; =20 uL e

A =270 nm.
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Tabela 4.3. Efeito da temperatura nos pardmetros analiticos de separagdo para Q = 2,00

mL/min, ¢yisura = 0,15 mg/mL e 4= 270 nm.

T (°C) ks kr Ass ASg o
25 0,661 0,943 1,05 1,04 1,427
30 0,616 0,863 1,04 1,04 1,401
35 0,585 0,805 1,03 1,03 1,376
45 0,532 0,707 1,00 1,01 1,329

Os experimentos realizados na temperatura de 25°C proporcionaram, para os dois
enantidmeros, maiores valores de k, que diminuiram com a elevacdo da temperatura.
Comportamento semelhante pode ser notado para As e ¢. No caso de As, os picos ficaram
mais simétricos na temperatura mais alta. A Figura 4.11 mostra a aproximacgao dos picos de
eluicdo dos enantidmeros e, isto explica a diminui¢do de & com o aumento da temperatura.
Como relatado por Berthod, He e Beesley (2004), o fator de separacdo para enantidmeros

pode ser afetado por mudancgas na temperatura, especialmente em situacdes dominadas pela

termodinamica.

S-(+)

R-(-)
Escala:

[0,003 AU

7 8 9 0 11 12 13
Tempo (min)
Figura 4.11. Perfis de eluicdo da mistura enantiomérica. (——) 45°C, (——) 35°C,

(—) 30°C, (—) 25°C. Q = 2,00 mL/min, ¢pistura = 0,15 mg/mL e A =270 nm.
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4.4.2. Determinacdo das porosidades do sistema e constantes de
Henry
Antes de se determinar os valores de porosidade, precisa-se conhecer o tempo
referente ao volume morto (fyy) do sistema cromatogréifico. Trata-se do tempo que a
amostra leva para percorrer o volume existente desde o injetor até o detector, passando
pelos tubos e conexdes sem a presenca da coluna. Para isso, foram realizadas injecdes
cromatograficas de 20 UL de solucdo contendo o composto inerte TTBB em concentracdo
de 1,50 mg/mL. Encontrou ty, igual a 0,037 mim para vazao de 2,00 mL/min. Por meio da

Equagdo 4.1 tem-se o volume morto (V),) do sistema igual a 0,074 mL.

V, =ty -0 4.1)

A porosidade total da coluna (&r) foi determinada pela Equacdo 3.1, de acordo com
a metodologia proposta. O valor alcangado para temperatura de 25°C e vazdo 2,00 mL/min
foi 0,599. No entanto, houve variacdo para outras temperaturas. Os valores médios de &r
para as vazdes de 1,00; 2,00; 3,00 e 4,00 mL/min em diferentes temperaturas sao
apresentados na Tabela 4.4. Verificou-se que & foi independente da vazdo e apresentou
pequena variagdo com a temperatura, chegando proximo a 4% de reducdo em seus valores

com a elevagdo de 20°C.

Tabela 4.4. Valores de porosidade total em diferentes vazdes e temperaturas.

0 Temperatura (°C)
(mL/min) )5 30 35 45
1,00 0,583 0573 0,575 0,560
2,00 0,599 0575 0,571 0,561
3,00 0,583 0576 0573 0,564
4,00 0,585 0576 0,574 0,568
Média 0588 0575 0573 0,563
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Os valores de &, juntamente com os tempos de retencdo dos enantidmeros, foram
utilizados para o cédlculo de He, de acordo com a Equacdo 3.3, para diferentes vazdes de

fase movel e temperaturas.

Os resultados expostos na Figura 4.12 mostram pequena influéncia de He perante
a vazdo, sendo, no entanto, bastante influenciado pela temperatura. Isto ja era esperado,
uma vez que se trata de um parametro relacionado a efeitos termodindmicos. O aumento da
temperatura faz diminuir as interacdes dos solutos com a fase estaciondria e ainda a
viscosidade da fase moével, levando a uma diminui¢do dos seus tempos de retencdo e
conseqiiente diminui¢io de He (Equacgdo 3.3). Ha leve diminui¢io neste parametro, para os
dois enantidmeros, com o aumento da vazdo nas temperaturas mais baixas, possivelmente

por algum efeito de transferéncia de massa pouco pronunciado.
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Figura 4.12. Variacdo das constantes de Henry para as temperaturas: (0 e 4) 25°C;

(oem)30°C; (Ae A) 35°C e (o e @) 45°C. Os simbolos preenchidos se referem ao R-(-)-

rolipram e os vazados ao S-(+)-rolipram.

De acordo com Mazzotti, Storti e Mobidelli (1997b) as constantes de Henry sdo
parametros fundamentais para o projeto das condi¢des operacionais do sistema LMS, por

isso torna-se importante a escolha de uma temperatura de trabalho adequada.
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A determinacdo da porosidade do leito (€) foi realizada de acordo com o método
dos momentos para isotermas lineares a 25°C. A Figura 4.13 apresenta o primeiro momento
para o composto inerte poliestireno. Com coeficiente de correlagdo de 0,9999, obteve-se &

igual a 0,384.

4 (min)
B

0 5 10 15 20
L/u ¢ (min)

Figura 4.13. Primeiro momento para o composto inerte poliestireno a 25°C.

Tendo-se as porosidades total e do leito, pode-se determinar o valor da porosidade
das particulas (&) seguindo as defini¢des de porosidades (Equagdo 3.2). Obteve-se & igual
a 0,351. Este valor corresponde a fracdo de vazio das particulas que compdem a fase

estaciondria que recheia a coluna cromatogréfica.

4.4.3. Determinacdo das constantes de equilibrio de adsorcdo

Por meio da inclinacdo das retas apresentadas na Figura 4.14, que relacionam y e
L/uy em diferentes temperaturas, foi possivel determinar, usando-se a Equacdo 2.4, as
constantes de equilibrio de adsor¢do (Kp) para os enantiomeros do rolipram. Estas
correspondem as constantes de Henry (He), uma vez que estdo relacionadas a solucdes

diluidas.

A Tabela 4.5 apresenta os resultados para Kp nas temperaturas estudadas (25, 30,

35 e 45°C). Nota-se que os coeficientes de correlacio se mostraram muito préximos a
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unidade, indicando que os pontos experimentais foram bem ajustados a uma reta. Como

esperado, o enantidomero R-(-) obteve maiores valores de Kp, comprovando sua maior

interacdo com o material adsorvente. Estes valores diminuiram com o aumento da

temperatura.

A temperatura influencia diretamente nas propriedades fisicas tanto do material

adsorvente quanto dos solventes que compdem a fase mdvel. Como a retencdo de um

componente € governada por um complexo tridngulo de interacdes entre o soluto, o

adsorvente e a fase fluida, a elevacdo da temperatura acaba refletindo na intensidade de

interacdo dos enantidmeros, e por conseqiiéncia, nos valores de Kp (SUBRA; VEGA-

BANCEL; REVERCHON, 1998).
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Figura 4.14. Andlise do primeiro momento para determinac¢do das constantes de equilibrio

de adsorcdo para os enantidbmeros (O0) R-(-) e (©) S-(+), nas temperaturas: (a) 25°C,

(b) 30°C, (c) 35°C e (d) 45°C.
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Tabela 4.5. Valores das constantes de equilibrio de adsor¢do para os enantidmeros do

rolipram em diferentes temperaturas.

Constantes de equilibrio de adsorc¢ao (Kp)

Temperatura (°C)

R-(-) r S-(+) r
25 1,377 0,99996 0,938 0,99990
30 1,193 0,99999 0,833 0,99999
35 1,127 0,99998 0,804 0,99999
45 0,889  0,99998 0,647 0,99999

4.4.4. Eficiéncia de separacdo e coeficientes de transferéncia de
massa

A eficiéncia da separac¢do da coluna cromatografica pdde ser avaliada a partir da
andlise de H, que é determinada a partir do nimero de pratos (Np), por meio da Equacgao
2.8. A Tabela 4.6 expde os valores de Np nas faixas de vazao e temperatura estudadas. Os
altos valores de Np alcancados revelam alta eficiéncia de separac¢do da coluna, destacando
os valores superiores a 9000 para a vazao de 1,00 mL/min e temperatura de 45°C. Observa-
se que, a uma mesma vazio, os valores aumentaram com o aumento da temperatura, iSso
porque houve uma diminui¢cdo mais acentuada na largura da base do pico do que no tempo
de reten¢do dos enantidmeros (Equagdo 2.9). Por outro, a uma temperatura constante, os
valores diminuiram com o aumento da vazdo. Iso ocorre uma vez que hd forte diminuicao
do tempo de retencdo dos enantidmeros. Estes comportamentos estdo de acordo com a
literatura. Segundo (SNYDER; KIRKLAND, 1979), geralmente, baixos valores de H
(conseqiientemente altos valores de Np) sdo alcancados em colunas empacotadas com
particulas relativamente pequenas sob baixa vazdo de fase mével e altas temperaturas de

separacao.

A partir dos valores apresentados na Tabela 4.6, a Equacado 2.8 foi utilizada para o
calculo dos valores de H. As Figuras 4.15 e 4.16 mostram a dependéncia da H com a

velocidade superficial de escoamento da fase mével (up) (grafico de van Deemter) para os
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enantidmeros R-(-) e S-(+), respectivamente. Para a faixa de vazdo utilizada observou-se
relacdo linear entre H e uy e ndo foi verificado o ponto de inflexdo minimo para nenhum
dos enantidmeros tal como apresentado na Figura 2.5. Para isso seriam necessdrias vazdes
mais baixas. Esse resultado significa que, de acordo com o gréifico de van Deemter, os

efeitos de difusdo molecular ndo influenciam no processo de eluicao.

Tabela 4.6. Numero de pratos em diferentes vazdes e temperaturas.

Q (mL/min) T (°C)  Nps Npr Q (mL/min) T(°C) Nps  Npr

25 6940 6050 25 3218 2726
30 7806 7138 30 3765 3333
1,00 3,00
35 8420 7770 35 4100 3649
45 9395 9001 45 4796 4260
25 4660 4086 25 2552 2141
30 5091 4583 30 2925 2551
2,00 4,00
35 5547 5038 35 3207 2844
45 6573 6006 45 3616 3216
0,014
0,012 -
0,010 -
E 0,008 -
)
= 0,006 - :
0,004
0,002
0,000 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00
u ¢ (cm/min)

Figura 4.15. Grifico de van Deemter para o enantidmero R-(-)-rolipram nas temperaturas:

(#) 25°C; (m) 30°C; (A ) 35°C e (@) 45°C.
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0,00 1,00 200 300 400 500 6,00
u o (cm/min)

Figura 4.16. Gréfico de van Deemter para o enantidmero S-(+)-rolipram nas temperaturas:

(0) 25°C; (0) 30°C; (A) 35°C e (o) 45°C.

Os coeficientes lineares e angulares das retas apresentadas nas Figuras 4.15 e 4.16
representam os parametros A e C da equagdo de van Deemter (Equacdo 2.14),
respectivamente. Seus valores para os dois enantidmeros em diferentes temperaturas,
juntamente com os respectivos coeficientes de correlagdao das retas, estdo indicados na

Tabela 4.7.

Tabela 4.7. Parametros A e C da equacdo de van Deemter para os enantidmeros R-(-)-

rolipram e S-(+)-rolipram.

R-(-)-rolipram S-(+)-rolipram
T (°C)
Ax10°(cm) Cx10°(cm) r? Ax10°(em) Cx10°(em)  r?
25 1,352 2,025 0,99196 1,387 1,648 0,99685
30 1,331 1,644 0,99858 1,384 1,395 0,9993
35 1,303 1,462 0,99942 1,325 1,262 0,9995
45 0,972 1,311 0,99512 1,106 1,113 0,9923
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A partir dos resultados apresentados na Tabela 4.7 pode-se calcular os valores dos
coeficientes de dispersdo axial (Dy/up) e de transferéncia de massa global (k,,), mostrados
na Tabela 4.8. Dentro da faixa de vazdo de fase mdvel estudada, os valores de D/uy
apresentaram-se relativamente baixos, demonstrando pouca influéncia da dispersdo axial na
eluicdo dos enantidmeros. Comparativamente, o enantiomero S-(+) demonstrou maiores
valores. A elevacdo da temperatura gerou diminuicdo deste efeito para ambos

enantiomeros.

Tabela 4.8. Coeficientes de dispersdo axial e de transferéncia de massa global para os

enantidomeros do rolipram.

D1/up x 10° (cm) k, (mim™)
T (°C)
R-(-) S-(+) R-(-) S-(+)
25 0,676 0,694 220,34 289,70
30 0,666 0,692 279.08 347,21
35 0,652 0,663 317,23 385,21
45 0,486 0,553 366,70 444,22

A ordem de grandeza alcancada para k,, revela baixa resisténcia a transferéncia de
massa para ambos enantiomeros em seus processos de eluicdo pelo leito empacotado,
favorecendo a alta eficiéncia da coluna quiral. Duan, Ching e Swarup (1998) reportaram
que colunas quirais empacotadas com particulas de silica quimicamente modificadas

apresentam alta resolugdo e rapida separacdo de compostos quirais.

A temperatura mostrou-se como um parametro importante na determinacdo dos
coeficientes de transferéncia de massa globais, uma vez que a elevacdo do seu valor
ocasionou aumento de cerca de 66% na ordem de grandeza de k,, para o enantidmero R-(-)

e pouco mais de 55% para o S-(+).
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4.4.5. Anadlise termodinamica

Foram determinados os parametros termodinamicos de adsor¢do, no processo de
separacdo dos enantiomeros do rolipram em coluna cromatogrifica contendo fase
estaciondria Kromasil® CHI-TBB, pelo grifico de van’t Hoff, de acordo com as Equacdes
2.18 e 2.19. Os coeficientes angular e linear dados pela relagdo linear do grafico de In k; por
1/T permitem o célculo, respectivamente, da entalpia e entropia de ambos enantiomeros no
processo de transferéncia entre as fases movel e estaciondria. Esta relacdo, para uma vazao
de 2,00 mL/min, ¢ mostrada na Figura 4.17. Os valores obtidos para os parametros sao
relatados na Tabela 4.9. A diferenca relativa na separacdo dos enantiomeros é observada
pelo grafico de Ina por 1/7, tal como € dado pela Figura 4.18. De acordo com a Equacdo
2.19, o coeficiente angular da reta se refere indiretamente a A(AHO) e o coeficiente linear a

A(AS®). Apenas lembrando que o R-(-)-rolipram corresponde ao enantidmero mais retido.

0,0

011
02-
031
04t

In k

0,5
-0,6 1
-0,7 1

_0,8 T T T T T T T T T
3,15 3,20 3,25 3,30 3,35

1/T x 1000 (K™
Figura 4.17. Dependéncia do fator de retengdo dos enantidmeros do rolipram com a

temperatura. (0) R-(-)-rolipram, (0) S-(+)-rolipram, Q = 2,00 mL/min.
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Tabela 4.9. Parametros termodinamicos para os enantiomeros do rolipram.

rolipram  AH° (kJ/mol) AS° (J/molK)  r?

S-(+)-rolipram -8,43 -28.,40 0,9972

R-(-)-rolipram -11,23 -34,83 0,9986

0,36+
0,34—-
0,32—-
0,30—-

Inox

0,284~
0,26
0,24+

0,22 —
3,15 3,20 3,25 3,30 3,35

1/T x 1000 (K')
Figura 4.18. Dependéncia do fator de separacdo dos enantidmeros do rolipram com a

temperatura. Q = 2,00 mL/min.

Os coeficientes de correlagdo apresentados na Tabela 4.9 demonstram que os
parametros termodinamicos foram calculados a partir de retas bem ajustadas aos dados
experimentais. Segundo Goossens et al. (2004), isso mostra que a fase estaciondria ndo
sofre mudangas de conformacdo e que as interagdes enantiosseletivas envolvidas durante a
separacdo nao sdo afetadas com o aumento da temperatura. Os valores negativos de AH’
indicam que € favordvel energeticamente ao soluto adsorver-se a fase estaciondria. Os
valores negativos mais acentuados para o R-(-)-rolipram sio por conta de maior interagcdo

adsortiva, explicando assim o maior tempo de residéncia na coluna. De acordo com
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Goossens et al. (2004), valores negativos de AS® sdo indicativos de um aumento na ordem

do sistema cromatografico quando o soluto é transferido da fase mdvel para a fase

estacionaria.

Observou-se para Figura 4.18, coeficiente de correlacdo 0,99991, mostrando
evidente dependéncia linear entre Ina e 1/T na faixa de temperatura de 25 a 45°C. Os
valores de A(AHO) e A(ASO) foram -2,79 kJ/mol e -6,42 J/mol.K, respectivamente. Estas
grandezas representam, nesta ordem, a diferenca da entalpia de adsor¢@o e da entropia do

sistema.

Goossens et al. (2004) relataram que os valores negativos de AH®, AS°, A(AHO) e
A(AS") indicam que a transferéncia do soluto da fase mével para a fase estaciondria e

posterior separacao sdo entalpicamente governadas.

A temperatura de isoenantiosseletividade (7is,) calculada foi 161°C, isso significa
que a partir desta temperatura hd uma inversao na ordem de eluicdo dos enantidmeros. No
entanto, experimentos nesta temperatura ndo sdo convenientes pois podem degradar o

soluto ou danificar o recheio da coluna.

A andlise dos parametros de transferéncia de massa, bem como dos parametros
termodinamicos revelaram que o fendmeno limitante para a separacdo dos enantiomeros do
rolipram na fase estaciondria em estudo é dado pelo equilibrio de adsor¢do, uma vez que a

resisténcia a transferéncia de massa é baixa.

4.5. EXPERIMENTOS COM SOLUCOES CONCENTRADAS

4.5.1. Variagdo da concentragdo de alimentacdo

A Figura 4.19 apresenta os perfis de elui¢do obtidos para diferentes concentragdes
de alimentagdo dos enantiomeros (0,5; 1,0; 2,5; 5,0 e 10,0 mg/mL). Os experimentos foram
conduzidos com a injecdo de 20 UL da amostra e vazdo de fase mével 2,00 mL/min. Pode-
se notar leve diminuicdo nos tempos de retencdo a medida que a concentracido foi
aumentada. Este resultado ja era esperado, pois como reportado por Guiochon, Shirazi e
Katti (1994), com o aumento da concentracdo hd maior quantidade de moléculas

competindo pelos sitios de adsor¢do disponiveis e a saturagdo da coluna tende a acontecer
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mais rapidamente. Ou ainda, Seidel-Morgenstern e Guiochon (1993) explicam que o
aumento da concentragdo de alimentacdo leva a diminui¢do da inclinac@o das isotermas de

adsorcdo e isto conduz ao decréscimo nos tempos de retengao.

Observando a base os perfis de elui¢cdo nota-se que as separacdes mantiveram
linha de base. No entanto, houve um leve aumento na base dos picos. Este fato pode ser
comprovado pelo aumento do fator de assimetria com o aumento da concentragdo, como
apresentado na Figura 4.20. A linha continua corresponde ao ajuste dos dados do
enantidmero R-(-) e a tracejada do S-(+). Trata-se de um ajuste quadrético com inten¢do de

melhor representar o comportamento crescente do fator de assimetria.

1.4- Cc = 0,5 mg/mL
’ ¢ =1,0 mg/mL S-(+)

;C ’ ¢ =5,0 mg/mL RO
< 104 ¢ =10,0 mg/mL
§ s
5 |
5 0,84
o
o
S 0,64
s
2. 0,4-
K

0,2 1

0,0 — 1 T T 1T T T T T T T 7

6 7 8 9 10 11 12 13 14

Tempo (min)

Figura 4.19. Perfis de eluicdo da mistura enantiomérica para diferentes concentragdes de

alimentagdo. Q = 2 mL/min e A =280 nm.
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1,14

1,12

1,10 ~

As

1,08

1,06

1,04 T T T T T
0,0 2.0 4.0 6,0 8,0 10,0 12,0
¢ (mg/mL)

Figura 4.20. Variacdo do fator de assimetria com o aumento da concentracdo injetada.

(m) R-(-)-rolipram, (0) S-(+)-rolipram. Q = 2,00 mL/min e V;,; = 20 uL.

Neste estudo, ndo chegou a ocorrer sobrecarga na coluna, uma vez que a
quantidade mdssica de soluto injetada foi pequena. Experimentos com concentragdes de
alimentac¢do maiores nao foram realizados por dois motivos: primeiro, concentracdes acima
de 10 mg/mL alcancavam o limite de solubilidade do soluto e, segundo, a quantidade de
material disponivel era um fator limitante. Este dltimo motivo também justifica o fato de

ndo se aumentar a carga de soluto simplesmente aumentando-se o volume de injecao.

Em condi¢des de sobrecarga os perfis de eluicdo sdo controlados pela
termodindmica da adsor¢do e os efeitos de transferéncia de massa sdo despreziveis

(GUIOCHON; SHIRAZI; KATTI, 1994; SEIDEL-MORGENSTERN, 2004).

4.5.2. Isotermas de adsorgao

A partir das curvas de isotermas de adsorcdo, pode-se obter informacao a respeito
do equilibrio que se estabelece para os enantidmeros, entre as fases movel e estaciondria,
durante a passagem pelo leito recheado. Os experimentos para obten¢do das isotermas
foram realizados utilizando-se o método da andlise frontal, na temperatura de 25°C e vazao

de 2,00 mL/min, de acordo com a metodologia apresentada.
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A frente de adsorcdo, na eluicdo dos enantiomeros pela coluna cromatogréfica,
pode ser observada pela linha preta da Figura 4.21. Na mesma figura estd apresentada a
curva da derivada do perfil de eluicdo, representada pela linha vermelha. Percebe-se que hd
um ponto de minimo (linha azul tracejada) da curva da derivada. Considerou-se que até este
ponto, apenas o enantidbmero menos retido era captado pelo sistema de andlise. Este fato
pode ser comprovado pela Figura 4.22, que apresenta resultados de coletas realizadas
minuto a minuto, durante a eluicdo dos enantidmeros. Cada par de pontos, em um dado
tempo, refere-se a uma coleta realizada durante o experimento. Os pontos estdo
apresentados no tempo médio do intervalo de coleta. Nesta figura, a linha vermelha
corresponde ao enantidbmero menos retido e a preta ao mais retido. Até 13 minutos
detectou-se apenas o menos retido. A concentracdo do enantidmero neste momento foi
calculada por uma curva analitica previamente construida, nas mesmas condi¢des do

experimento, levando-se em conta a drea sob o pico de elui¢do.

Resposta do detector (AU)

8 9 10 11 12 13 14 15 16
Tempo (min)
Figura 4.21. Curva de ruptura para a mistura racémica do rolipram para Cpisura = 2,00

mg/mL, Q = 2,00 mL/min e A =254 nm. (

) resposta do detector para os enantidmeros,

(— ) derivada da curva de resposta do detector, ( ) referéncias aos pontos de maximo

da curva da derivada, (------- ) referéncia ao ponto de minimo da curva da derivada
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A concentragdo correspondente ao primeiro maximo da derivada (primeira linha
azul pontilhada, Figura 4.21) foi considerada como a concentragdo no platd intermedidrio.
O segundo maximo (segunda linha azul pontilhada, Figura 4.21) referiu-se a concentracao

da mistura enantiomérica.

Para este experimento alimentou-se um volume de amostra igual a 14 mL (ou 7
minutos de alimentacdo). Como pode ser observado nas figuras mencionadas, em tempo
proximo a 15 minutos, a coluna atingiu seu estado de saturagdo e, a partir de entdo, a
concentracio na saida passou a ser igual a da alimentacdo. A diferenga existente entre os 7
minutos da alimentacdo e os 15 minutos para atingir o estado de equilibrio € explicada pelo

volume morto externo a coluna que a amostra tem que percorrer.

O processo de dessor¢do baseou-se na mudanca repentina da alimentacdo, que
passou a ser composta unicamente pela fase mével. Com menos de 30 minutos o sistema de

andlise praticamente ndo captava mais sinais de soluto.

Observando-se a Figura 4.23 pode-se acompanhar a concentracdo dos enantidmeros ao
longo da constru¢do da curva de ruptura. Sao mostrados perfis de eluicdo de 7 coletas

consecutivas.

0,200

0,160

0,120

0,080 -

0,040

Resposta do detector (AU)

[JQ\

0,000 o
9 10 11 12 13 14 15 16 17

Tempo (min)

T = T T T T

Figura 4.22. Andlise de coletas realizadas durante a elui¢do dos enantidmeros sob

concentragdo total da mistura 2,00 mg/mL. Q = 2,00 mL/min e A = 270 nm.

(—) enantidmero menos retido, ( ) enantiomero mais retido.
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Escala:
] 0,02 AU

Coletas 7

80 85 90 95 100 105 11,0 115 120
Tempo (min)
Figura 4.23. Perfis de elui¢do das 7 coletas da frente de adsor¢do durante a eluicdo dos

enantidomeros do rolipram. Q = 2,00 mL/min e A =270 nm.

Este experimento foi repetido para as concentracdes 0,50; 1,00 e 3,00 mg/mL nas
mesmas condi¢des experimentais, salvo para o comprimento de onda (A) que, para as
concentracdes menores que 3,00 mg/mL, foi 254 nm. Para 3,00 mg/mL houve um estouro
de escala do sistema de andlise, sendo ajustado com A igual a 300 nm, de menor
absorbancia para os enantidmeros. Com isso houve a necessidade de uma nova curva

analitica.

As isotermas de equilibrio obtidas para os enantidmeros do rolipram, na fase
estacionaria Kromasil® CHI-TBB, temperatura de 25°C e vazdo 2,00 mL/min, sao
apresentadas na Figura 4.24. A concentracdo de soluto adsorvida na fase estaciondria (q)
em equilibrio com a concentracdo de soluto na fase mével (c¢), para cada enantiomero, foi

calculada pela Equacao 2.23.
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0,40

0,00 & T T T T T T T
0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20 1,40 1,60
cr = ¢s (mg/mL)

Figura 4.24. Isotermas de adsorcdo dos enantidmeros do rolipram em fase estaciondria
Kromasil® CHI-TBB a 25°C e Q = 2,00 mL/min obtidas pelo método da andlise frontal.

(o) R-(-)-rolipram e (©) S-(4)-rolipram.

Na faixa de concentragdo de alimentacao estudada (até 3,00 mg/mL da mistura), os
pontos experimentais foram ajustados por um modelo linear para os dois enantiomeros. A
Tabela 4.10 contém os resultados referentes aos coeficientes angulares e de correlacio das
retas. Os coeficientes angulares correspondem as constantes de Henry para a regido linear
de separacdo. Estes resultados foram calculados em diferentes temperaturas e apresentados
na Tabela 4.5 na forma de constante de equilibrio de adsorcao (Kp). A 25°C e 2,00 mL/min
foram obtidos valores proximos a 0,938 e 1,377 para os enantidbmeros S-(+) ¢ R-(-),
respectivamente. Comparando-se com os resultados da Tabela 4.10, nota-se que os valores

sdo bastante proximos.
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Tabela 4.10. Coeficientes angulares e coeficientes de correlacio das isotermas lineares dos

enantidmeros do rolipram.

2

rolipram inclinaciao r
S-(+)-rolipram 0,952 0,9960
R-(-)-rolipram 1,245 0,9991

4.6. SEPARACAO DOS ENANTIOMEROS

4.6.1. Separacdo em batelada

A separacdo dos enantidmeros do rolipram em um processo descontinuo, como em
batelada, proporciona a obten¢do de quantidades pequenas dos componentes, no entanto,
suficientes para propositos analiticos. A Figura 4.25 apresenta o perfil de eluicdo dos
enantidmeros apos alimentacdo de uma mistura racémica de 8,0 g/L, a uma vazio de 1,00
mg/mL por um tempo de 5 minutos. Pode-se notar boa separagdo dos componentes, sendo
o fator de separacdo igual a 1,20. A Tabela 4.11 expde os numeros de pratos, fatores de
retengdo e assimetria. Comparando-se estes valores com os das Tabelas 4.2 e 4.6, para 1,00
mL/min e 25°C, verifica-se aumento nos fatores de retencdo e assimetria e diminui¢do do
nimero de pratos. Isto se dd pela maior carga de soluto alimentada neste experimento de

separacdo em batelada.

As fracdes correspondentes as coletas 1 e 2 foram injetadas no sistema, nas
mesmas condi¢des experimentais e seus perfis estdo representados na Figura 4.26. O
enantidmero S-(+), proveniente da coleta 1, foi obtido com 100% de pureza, como pode ser
visto em (a). Por outro lado, na coleta 2 teve-se presenca do enantidmero S-(+) com o R-(-),

sendo a pureza de 91,4% para o R-(-).

Para melhorar a separagdo da segunda coleta, a fracdo coletada poderia ser
realimentada ao sistema, tal como sugere Grill, Miller e Yan (2004). De acordo com estes
autores, a eficiéncia de uma separacdo em batelada pode ainda ser aumentada por meio da

alimentacgdo direta da frac@o de interesse no sistema, como ja discutido na Secao 2.13.
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3,0
Coleta 1 Coleta 2

2,51

2,01

1,5 -

Resposta do detector (AU)

I T T T T I T I

14 16 18 20 22 24 26
Tempo (min)

Figura 4.25. Perfil de eluicdo dos enantiomeros do rolipram na separacdo em batelada e
representacdo das regides de coleta de cada fragdo. cpmiswra = 8,0 g/L, O = 1,00 mL/min,

A=270nme T =25°C.

Tabela 4.11. Parametros analiticos dos enantidmeros alcan¢ados na separacao em batelada.

Enantiomero Np k As
S-(+)-rolipram 3976 1,22 1,24
R-(-)-rolipram 3408 1,47 1,29
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Figura 4.26. Perfis de eluicdo dos enantiomeros resultantes das andlises correspondentes a

(a) Coleta 1 e (b) Coleta 2. Q = 1,00 mL/min, A=270 nme T = 25°C.

4.6.2. Estudo preliminar visando a separagcdo continua em Leito
Movel Simulado

Caracterizagdo das colunas cromatogrdficas

Foram caracterizadas, quanto aos pardmetros analiticos, oito colunas
cromatograficas de iguais dimensdes, contendo a mesma fase estaciondria. Estes
parametros serdo utilizados para determinacio da regido de separacdo dos enantidmeros no
sistema LMS. A Tabela 4.12 apresenta os tempos de retencio para os enantidmeros S-(+),
R-(-) e para o composto inerte TTBB, além dos valores da porosidade total, calculados pela
Equacdo 3.1. A porosidade total média alcancada indica alta fracdo de vazios e isto pode
ser considerado 6timo para experimentos que exigem vazdes elevadas, ja que a queda de
pressdo torna-se menos acentuada. O baixo valor obtido para o desvio padrdo (o) dos

valores demonstra uniformidade na seqiiéncia de empacotamento das colunas.
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Tabela 4.12. Valores de porosidade total para as oito colunas e os tempos de retencdo dos

enantidmeros e do composto inerte TTBB.

Colunas trs IR R g, TTBB &r
1 9,581 11,172 5,781 0,585
2 9,611 11,274 5,806 0,588
3 9,688 11,424 5,778 0,585
4 9,857 11,540 5,869 0,594
5 9,551 11,120 5,842 0,591
6 9,897 11,512 5,936 0,601
7 9,873 11,506 5,980 0,605
8 9,794 11,477 5,924 0,599

Média 9,731 11,378 5,864 0,593

c 0,1409  0,1659 0,0759 0,0077

As Equacdes 3.3 a 3.5 foram utilizadas, juntamente com os dados da Tabela 4.12,
para o célculo dos fatores de retencdo, das constante de Henry e do fator de separagdo. Os

resultados s@o apresentados na Tabela 4.13.

Nota-se que o desvio padrdo (o) dos valores de k;, He; € o para o conjunto de

colunas mostrou-se pequeno. Isto € um indicativo da homogeneidade das colunas.
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Tabela 4.13. Resultados alcancados nas oito colunas para os fatores de reten¢do, constantes

de Henry e fatores de separacgdo.

Colunas ks kr Heg Hepg a
1 0,662 0,939 0,933 1,323 1,419
2 0,660 0,948 0,940 1,350 1,437
3 0,681 0,984 0,959 1,385 1,444
4 0,684 0,972 1,000 1,423 1,422
5 0,639 0909 0924 1,315 1,423
6 0,672 0,945 1,011 1,423 1,408
7 0,655 0,930 1,005 1,426 1,419
8 0,658 0,943 0,984 1,412 1,435
Média 0,664 0946 0,969 1,382 1,426
c 0,015 0,023 0,035 0,046 0,012

Determinacdo da regido de separacdo

A regido de separagdo dos enantidmeros foi determinada por modelos baseados na

teoria do equilibrio (método do tridngulo). Neste caso foram considerados dois modelos: o

ideal e o ndo-ideal. Pelo modelo ideal desprezou-se qualquer efeito de transferéncia de

massa e ainda considerou-se isoterma de equilibrio de adsor¢ao linear. Pelo modelo nao-

ideal considerou-se haver efeitos de transferéncia de massa e isoterma de equilibrio de

adsorcao linear.

A validacdo dos programas computacionais utilizados para a geracdo da regiao de

separacdo e perfis de concentracdo que serdo apresentados foi realizada com base em dados

da literatura (LEAO; RODRIGUES, 2004; ZENONI et al., 2000) e dados experimentais do

trabalho de Santos (2004).
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As constantes de Henry utilizadas para os enantiomeros foram os valores médios
obtidos a partir da caracterizagao das oito colunas (Hes = 0,969 e Her = 1,382), como
apresentado na Tabela 4.13. Adotando estes valores como sendo os valores limites para os

parametros m;j, de acordo com o que foi apresentado na Se¢do 2.14.1, tem-se:

m, >1,382 4.1
0,969 < m,, <1,382 4.2)
0,969 < m,, <1,382 4.3)
m,, < 0,969 (4.4)

Em simulacdes previamente realizadas para gerar a regido de separagdo em
diferentes valores de k,, percebeu-se que os resultados mantiveram-se praticamente
invaridveis para valores maiores que 2 mim™' . O mesmo ocorreu para valores de Peclet (Pe)
maiores que 500. Com isso, adotaram-se estes valores para representar os efeitos de
transferéncia de massa. O tempo de troca das posicdes das correntes de entrada e saida do

sistema foi mantido em 20 minutos.

Fixando-se my e myy nos valores extremos dados pelas relacdes 4.1 e 4.4, pdde-se
gerar a regido no plano (my, mp) que indica a completa separagdo dos enantidmeros de
acordo com os modelos ideal e ndo ideal. Esta regido é mostrada na Figura 4.27. O
triangulo retangulo representado pela linha preta limita a regido de completa separacdo
baseado no modelo ideal. O modelo ndo ideal foi utilizado para gerar a regido de separacdao
atendendo diferentes critérios de pureza. A projecdo limitada pela linha azul define a regido
de separacdo para uma pureza de 90%, a linha verde corresponde a pureza de 95% e a
vermelha 98,5%. Nota-se que quanto maior a restricdo para a pureza requerida, menor a

regido de separacao.
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Figura 4.27. Regides de separacdo dos enantidmeros no plano (my, myy) de acordo com a
Teoria do Equilibrio: (——) completa separacido para o modelo ideal, (——) separagdo pelo
modelo do LMV para pureza de 90%, (— ) separag¢do pelo modelo do LMV para pureza
de 95%, (—) separagdo pelo modelo do LMV para pureza de 98,5%, ( * ) pontos

avaliados em termos das varidveis de desempenho.

Analise das varidveis de desempenho na regido de separagdo

Adotou-se pontos representativos de my € myy dentro da regido que define maior
pureza. Estes pontos estdo nomeados pelas letras de a a j na Figura 4.27. As condi¢des
dadas por estes pontos alimentaram a simulag¢do do estado estaciondrio, de acordo com o
modelo ndo ideal, e permitiu a determina¢do das varidveis de desempenho produtividade
(Pr;), recuperacdo (Reci) e consumo de solvente (CS;), em cada situacdo, ja que a pureza
nesta regido € superior a 98,5%. Os resultados referentes a estas simulagdes sdo
apresentados na Tabela 4.14. Este estudo foi realizado com o intuito de avaliar o

comportamento destas varidveis para diferentes condi¢cdes de myy e myy.
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Tabela 4.14. Varidveis de desempenho para as condi¢des escolhidas na regido de separacdo

correspondente a 98,5% de pureza.

Condicdo  mn mur Pexi Pt  Prexx Priee Recexk Recrer CS
a 0,991 1,230 98,50 98,74 0,884 0,841 96,53 91,85 13,56
b 1,013 1,186 99,70 98,77 0,643 0,594 96,60 89,32 17,90
c 1,034 1,186 99,95 98,67 0,562 0,511 96,40 87,74 20,18
d 1,013 1,143 99,63 9898 0,484 0433 96,83 89,92 23,20
e 1,034 1,143 99,94 9890 0,403 0,354 96,63 85,02 2745
f 1,056 1,143 99,99 98,80 0,322 0,277 96,42 83,17 33,79
g 1,078 1,143 99,99 98,70 0,240 0,204 96,17 81,46 4444
h 1,034 1,099 99,93 99,13 0,242 0,202 96,86 80,77 44,44
i 1,056 1,099 99,99 99,05 0,161 0,130 96,66 78,50 65,59
J 1,034 1,056 9990 99,36 0,081 0,061 97,09 73,18 129,61

Unidades das varidveis de desempenho: pureza e recuperacio - valores percentuais; produtividade -
grama de soluto por litro de sélido por dia; consumo de solvente - litro de solvente por grama de
soluto.

De acordo com a Tabela 4.14 a condi¢do a apresentou maior produtividade e
menor consumo de solvente; situacdo bastante favordvel. No entanto, sabe-se que, por ser
um ponto localizado na extremidade, qualquer variacdo nas vazdes das correntes no sistema
desloca o ponto para fora da regido. Isso eleva o grau de contaminag¢do de uma ou outra

corrente, dependendo para onde o ponto deslocar.

Os resultados obtidos para a recuperacdo permaneceram praticamente constantes
para a corrente de extrato e diminuiram para a corrente de refinado a medida que os pontos
se aproximavam da diagonal. As maiores purezas para ambos enantidmeros foram
alcancadas nos pontos mais proximos a linha diagonal do grafico. Em conseqii€ncia, nestes

pontos t€m-se as menores produtividades e o maior consumo de solvente. Este
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comportamento para a produtividade era esperado, pois a diferenca entre my € my estd
diretamente relacionada a vazdo de alimentagdo da amostra. Se (Qj)ims for isolado na
Equacdo 2.33, sendo j = II e III, e subtraido tal como a Equacdo 2.47, tem-se que: Qa =
Os(1 — &p)(m — myy). O produto Qs(1 — &p) trata-se da vazio de sélido e mantém-se fixa, ja
que no nosso caso a vazdo de sdlido € determinada pelo tempo de troca das posicOes de

entrada e saida.

A relacdo da produtividade (Pr) e do consumo de solvente (CS) como funcdo da
diferenca (myy — my) para as condi¢des da Tabela 4.14 é acompanhada na Figura 4.28.
Quanto maior esta diferenca, conseqiientemente maior a alimenta¢do de amostra, tem-se
melhores desempenhos para Pr e CS. No entanto, haverd um momento em que a pureza
diminuird, pois a condi¢do terd saido da regido adotada para a separacdo de ambos

enantiomeros (Figura 4.27).

1,00 140
o)
0,80 -
-+ 105
= 0,60 - 7))
«, 0,40 ~
="
+ 35
0,20 -
0,00 \ ‘ ‘ ‘ 0
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25
myy - my

Figura 4.28. Produtividade e consumo de solvente como funcio da diferenga (myy — my).
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Determinacdo das vazoes

Escolheu-se a condi¢do b como sendo a de melhor desempenho, com valores de
pureza satisfatdrios, alta produtividade, baixo consumo de solvente e com recuperagao
relativamente alta, para ambos enantiomeros. Com seus valores de my e myy calcularam-se
as vazoes das secoes II e III da unidade, respectivamente, de acordo com a Equacdo 2.34.
Para calcular as vazdes das secao I e IV, atribuiram-se valores a estas varidveis e
calcularam-se os valores de m; e myy, pela mesma Equagdo 2.34, de tal forma que eles
obedecessem as restri¢cdes dadas pela Equagdes 4.1 e 4.4. Os resultados sdo apresentados na
Tabela 4.15. O tempo de troca foi 15 minutos. Valores maiores que este resultariam em

vazOes de alimentagdo muito pequenas.

Tabela 4.15. Parametros m; e vaz0es nas se¢Oes para a condi¢do b.

Pardmetros m; Vazoes nas secoes j (mL/min)

my myg min myy Q Qn Qm Qrv

1,556 1,013 1,186 0,222 1,70 1,41 1,51 1,00

Determinaram-se as vazOes das correntes de extrato, refinado e alimentacdo pelo
balanco de massa representado pelas Equacdes 2.45, 2.46 e 2.47, respectivamente. Os

resultados destas variaveis sdo visualizados na Tabela 4.16.

Tabela 4.16. Vazdes nas correntes de alimentacao e saidas da unidade LMS.

Corrente Vazdo (mL/min)
Alimentacio 0,10
Extrato 0,29
Refinado 0,51
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Avaliagdo da separagdo continua

Com base nas vazdes apresentadas na Tabela 4.16 fez-se a avaliagdo do estado
transiente, por meio do programa computacional (modelagem matemadtica para o LMS),
para uma concentracdo de alimentagdo de 0,50 mg/mL da mistura racémica. Para esta
concentracio, sabe-se que o comportamento do equilibrio de adsorcdo € linear (Figura
4.24). Para considerar o baixo efeito dos fenomenos de transferéncia de massa, verificados

na Secdo 4.4.4, foram utilizados altos valores de Peclet para os enantidmeros.

O perfil de concentracdo das correntes de extrato e refinado, ao longo do tempo,
sdo apresentados na Figura 4.29. As linhas vermelhas representam o enantidmero mais
retido [R-(-)-rolipram] e as azuis 0 menos retido [S-(+)-rolipram]. As linhas grossas em
cada perfil correspondem aos valores médios ao longo do tempo. Como ja esperado a
corrente de extrato manteve-se rica do enantidbmero R-(-), mostrando apenas tracos do
enantidmero S-(+). Conseqiientemente, a corrente de refinado mostrou-se com maior

concentracdo do enantidmero S-(+).

As purezas alcancadas em cada corrente foram calculadas com base nas
concentracdes médias de cada enantiomero, considerando-se que, com 1200 minutos o
sistema ja havia alcancado o estado estaciondrio. De fato isto acontece, ja que praticamente
ndo ocorre variagdo em termos de tempo ou concentracdo nos perfis internos do ciclo 9
para o 10, como pode ser notado na Figura 4.30. Nesta figura, as linhas vermelhas sdo para
o ciclo 1, as azuis para o 2, as verdes para 0 9 e a preta para o 10, de forma que as grossas

representam o enantidmero mais retido.

Em nimeros, a corrente de extrato obteve pureza de 99,99% para o enantiomero
R-(-) e a corrente de refinado 96,74% para o enantidmero S-(+). Estes resultados estdao
bastante proximos aos da Tabela 4.14. Apenas a pureza para o refinado apresentou-se
pouco abaixo aos 98,5% estipulados inicialmente. Isto por conta de diferengas numéricas

associadas aos dois modelos utilizados para chegar a estes resultados.

A Figura 4.31 apresenta perfis internos no decorrer do ultimo ciclo. As linhas
grossas continuas correspondem ao enantiomero mais retido ou R-(-) e as finas tracejadas
ao menos retido ou S-(+), de forma que: as linhas azuis correspondem a 25% do ciclo, as

vermelhas 50% e as verdes 75%.
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Figura 4.29. Perfil de elui¢cdo dos enantidmeros do rolipram nas correntes de extrato e

refinado. (— ) R-(-)-rolipram, (——) S-(+)-rolipram. Linhas grossas correspondem as

médias.
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Figura 4.30. Perfil interno para: (—) ciclo 1; (—) ciclo 2; (—) ciclo 9; (—) ciclo 10.

Linhas grossas para R-(-)-rolipram e linhas finas para S-(+)-rolipram.
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Figura 4.31. Perfil interno da unidade. Linhas continuas: R-(-)-rolipram, linhas tracejadas:

S-(+)-rolipram, azuis: 25% do ciclo, vermelhas: 50% do ciclo, verdes: 75% do ciclo.
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Imediatamente apds a coluna 2 (secdo I) ocorre a coleta de extrato e, pode-se
observar na Figura 4.31 que neste ponto apenas o enantiomero R-(-) encontra-se presente,
comprovando o alto grau de pureza da corrente. Da mesma forma que, apds a coluna 6
(secao III) ha coleta do refinado e, neste caso, o enantiomero R-(-) € contaminante e tragos

dele saem junto com o menos retido S-(+).

Observa-se na Figura 4.31 que, na condi¢do operacional avaliada, duas das oito
colunas estdo inutilizadas. A coluna 1 (secdo I) e a coluna 8 (se¢do IV) ndo contribuem para

a separagdo dos enantidmeros.
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Capitulo 5

O Capitulo 5 finaliza o trabalho apresentando as conclusdes que foram verificadas
ap6s a andlise dos resultados, tendo em vista o caminho tracado pelos objetivos
inicialmente apresentados.Também sdo apresentadas algumas sugestdes para trabalhos que

poderio ser realizados com base neste ou ainda trabalhos relacionados com o assunto.

5.1. CONCLUSOES

Os resultados alcangados com o trabalho demonstraram a alta eficiéncia de
separacdo dos enantidmeros do rolipram na fase estaciondria O,0 -bis[4-terc-butilbenzoil ]-
N,N’-dialil-L-tartardiamida, com destaque para a condicdo de 1,00 mL/min e 45°C que, no
processo de separacdo resultou em mais de 9000 pratos. A fase moével definida como
adequada para os experimentos baseou-se em MTBE/EtOAc/EtOH (60/35/5, v/v) e maior
sensibilidade para o rolipram no sistema de detec¢do foi alcangado em torno de 280 nm.
Com o auxilio do dicroismo circular pode-se verificar que o enantidbmero menos retido na

coluna cromatografica trata-se do (S)-(+)-rolipram e o mais retido (R)-(-)-rolipram.

Os parametros analiticos de separacdo demonstraram o grande potencial de
separacdo dos enantidmeros, com fatores de separacdo superiores a 1,40 na maioria das
condicdes experimentais testadas. Os coeficientes de transferéncia de massa foram
favoraveis a separagdo, apresentando altos valores de k; e baixos valores de Dj/uy,

impondo baixa resisténcia a transferéncia de massa.

As varidveis vazdo de fase movel e temperatura mostraram atuar diretamente na
resolucdo da separacdo. Picos mais resolvidos foram alcangados nas condi¢des de baixas

vazao e temperatura.



CONCLUSOES

Os valores negativos para as grandezas termodindmicos comprovaram que €
favordvel energeticamente aos solutos adsorverem-se a fase estaciondria e, isto ocorre com

predominio da energia entdlpica.

As isotermas de adsorcdo, determinadas até a concentragdo de 3,0 mg/mL da
mistura racémica, adequaram-se bem ao ajuste de uma reta, mostrando assim, que até esta

concentracao o comportamento obedece a lei de equilibrio linear.

A caracterizacdo de oito colunas cromatogréaficas, disponiveis para separagdo
continua, demonstrou uniformidade das mesmas, quanto a porosidade total e aos
parametros analiticos de separacdo. Este é um fato muito importante para a utilizacdo do

conjunto de colunas no sistema LMS.

Partindo-se dos pardmetros analiticos determinados para o conjunto de colunas,
gerou-se a regido de separacdo dos enantiomeros para diferentes restricdes de pureza.
Analisando-se, em termos das varidveis desempenho, vdrios pontos no interior de uma
regido de separacdo adotada, comprovou-se que maiores produtividades com menor
consumo de solvente para um sistema continuo sdo alcancadas préximo ao vértice do
tridngulo no plano (my, myr). A simulagcdo do processo de separagdo no LMS, partindo-se
das condicdes operacionais geradas por um ponto proximo ao vértice resultou em uma
corrente de extrato com 99,99% de pureza para o enantiomero R-(-) e uma de refinado com
96,74% de pureza para o S-(+). Neste caso, a produtividade manteve-se proxima a 0,6

g/L.dia.

Como conclusdo geral tem-se que, em virtude dos resultados satisfatdrios
alcancados com a etapa de simulacdo do processo em LMS, € recomendada a realizagdo

experimental da separacdo, obedecendo as condi¢des pré-estabelecidas pela simulacao.

5.2. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Para trabalhos futuros ou relacionados a este assunto fica como sugestdo avaliar o
desempenho de separacdo do rolipram em colunas empacotadas com fase estaciondria tris(3,5-
dimetilfenilcarbamato) de celulose (Chiracel-OD), uma vez que ha relatos na literatura deste

fato (KUSTERS; SPONDLIN, 1996).
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Tendo a possibilidade de obtenc¢do de quantidades significativas de rolipram, uma
sugestdo € a determinacdo do efeito competitivo dos enantidmeros pelos sitios de adsor¢do
para a regido ndo linear da isoterma de adsorcdo. Uma vez com estes resultados, avaliar seus

ajustes a diferentes modelos de isotermas, principalmente Langmuir competitivo.

Realizar um estudo de sobrecarga na coluna, por meio da injecdo de altos volumes de

amostra e, com isso, determinar a capacidade de saturacdo da mesma.

No entanto, a grande sugestdo para um trabalho futuro € a realizacdo experimental da
separacdo do rolipram no sistema de Leito Mdével Simulado, tendo como base as condicdes
operacionais descritas nesta pesquisa. Isto ndo foi possivel de se realizar, até o presente
momento, por conta de problemas nas valvulas de alivios que compdem a unidade. A fase
movel dissolvia as borrachas de vedagdo e inviabilizava a operagdo. Isso pode ser contornado
trocando-se as borrachas por outras mais resistentes aos solventes ou até pela ado¢do de

controladores de vazao nas saidas do sistema.
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